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Par MM. 
F. MESNIL ET J, ROUGET . 

Chef de laboratoire a l'Institut Pasteur. Médecin-major de 1re classe f 
r ; ) 
2 « Les Ruminants de toute espéce paraissent absolument 
: réfractaires & la Dourine; il en estde méme pour les macaques. » 
4 Cest a ces deux lignes, écrites par Nocard en 1901", que se 
: réduisent, croyons-nous, nos connaissances sur le sujet que | 
: nous désirons traiter ici*. Nocard opérait avec un virus qui lui 4 


avait élé envoyé d’Algérie par Schneider et Buffard et qui ¢tait 
assez peu virulent : nous savons par exemple quil n’infectait 
qu exceptionnellement les rats et les souris. Le virus que l'un 
de nous avait entre les mains en 1894 °*, et surtout celui qu'il 
s ¢tait procuré en 1903 *, étaient beaucoup plus actifs; ce dernier 
tuait, régulitrement et assez vite, les rats et les souris, plus 
lentement les cobayes. Cette différence de virulence a méme 
amené une discussion sur le point de savoir si les Trypano- 
‘somes expérimentés par Rouget étaient bien ceux de la Dourine. 
La question nous parait définitivement tranchée & [heure 
actuelle par affirmative; Schneider et Buflard le reconnaissent 
eux-mémes °. 


de Nocanp, C.R. Soc. Biologie, 4 mai 1801, p. 464. 

9. Dans un mémoire récent, Tuomas et Brett (Liverpool School of trop- 
‘Med., mem. XVI) font connaitre qu’ils n’ont pas réussi a infecter une chevre 
avec un virus de Dourine dont ils n’indiquent pas lorigine. 

De Roveer, Ann. Inst. Pasteur, t. X, 1896, p. 716. 

4%. Rovert, C. R. Soc. Biologie, t. LVI, 7 mai 1904, p. 744, et LAVERAN ET 
MesniL, Trypanosomes et Trypanosomiases, Paris, 1904, p. 291. 

5. Scunerper ¢t Burranp, Ann. Inst. Pasteur, t. XIX, nov. 1905. 


i 
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Rappelons que, en dehors We la preuve tirée du diagnostic 
de la maladie chez les chevaux, Rabinowitsch et Kempner * ont 
apporté un fait particulitrement probant : partant du Trypano- 
some de Schneider et Buffard, ils ont réussi, aprés passages 
par rats blanes, & infecter ces Rongeurs; le Trypanosome est 
devenu également pathogéne pour le cobaye. Mm? Rabinowitsch- 
Kempner nous a aimablement envoyé un cobaye infecté et 
nous avons constaté que le Trypanosome en question tue 
réguliérement la souris, qui succombe en 4 412 jours (moyenne 
6 jours). 

Avec le Trypanosome de la méme origine (Schneider-Buf- 
fard), Ligniéres * est arrivé de son cété a tuer assez réguliére- 
ment les rats en 5 a6 jours. 

Nous aurons l’occasion, au cours de ce mémoire, de citer 
de nouveaux faits, particulitrement probants, en faveur de 
Vunicité des Trypanosomes des cheyaux reconnus atteints de 


Dourine. 


Les exemples de variations de virulence pour une méme 
espece de Trypanosomes ne sont d’ailleurs plus rares et les 
travaux de ces derméres années en ont apporté des exemples 
typiques. 

Mais ces variations, en ce qui regarde le Trypanosome de 
la Dourine, nous engageaienta reprendre, avec un virus /ort, les 
expériences de Nocard sur les Ruminants et les Singes. En 
dehors de leur intérét propre, les résultats ont une importance 
particuli¢re pour la comparaison de la Dourine avec les autres 
trypanosomiases et surtout celles découvertes en Algérie ces 
derniéres années. Leurs agents infectent les Ruminants et les 
Singes et on a tout naturellement vu 1a une différence tranchée 
avec le Trypanosome de la Dourine. Les faits que nous allons 
exposer vont prouver que cette différence n’existe pas. 


SINGES. 


Le 28 février 1905, un gros Macacus cynomolgus du poids 
de 2 kg. 570 est inoculé sous la peau du ventre avec 1c. c. de 
sang dilué de souris & Trypanosomes assez rares (virus Rou- 


a Rapinowirsca et Kempner, Centralbl. f. Bakter, 1, Origin., t. XXXIV, 1903. 
2. Lignitres, Rapport présenté au congrés de Méd, vétér., Budapest, 1905. 
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vet 1904). Les Trypanosomes apparaissent le 7 mars dans le 

sang. Le tableau ci-joint donne a la fois la marche de la tem- 

pérature et celle de Vinfection pendant les 3 premiers mois de 
3 la maladie. L’infection a procédé par poussées successives et 
ii a été assez intense. Pour la plupart des poussées, il y a des 
rapports trés nets avec les élévations thermiques. 
; Depuis le 15 mai, les Trypanosomes n’ont été revus qu'une 
fois, le 3 juin. Dans le courant de juin, le poids, qui précé- 
demment avait un peu baissé, était revenu au chiffre initial. Le 
singe paraissait guéri; en juillet, il_a baissé de poids et il a 
succomhé le 23 juillet 1905, certainement & une affection diffé- 
rente. L’examen du sang, pratiqué presque journellement, était 
constamment négatif et un cobaye. inoculé la veille de la mort 
du singe, avec 2, 5c. c. de son sang, ne s est pas infecté. 
¥ Nous croyons donc pouvoir affirmer que notre macaque, qui 
a passé par une infection sévére, était guéri au moment de sa 
mort, ‘ 


CapRINs, 
» I. Chevre inoculée avec le virus de Rouget. 


Une chévre du poids de 34 kilos est inoculée le 1° janvier 
1905 sousla peau de l’oreille avec 1 c.c.de sang dilué de souris 
(virus Rouget 1904). Le 8 janvier, on découyre de rares Try- 
panosomes & l’examen microscopique. Les jours suivants jus- 
qu'au 16 inclus, l’examen est négatif. [lest interrompu jusqu’au 
13 février. En revanche. il est journalier du 13 février au 
10 mars : il est positif les 14 et 17 février (vu 1 seul trypano- 

| some), le 18 février (trypanosomes rares), négatif les autres 
jours. Depuis lors, examen microscopique est abandonné 
(v. infra les inoculations aux animaux). La chévre a done 
contracté une infection assez légére, mais relativement intense 
si on la compare a ce qui estla régle pour le Nagana, le Surra, 
elc., ot Vexamen microscopique peut étre complétement 
négatif, 

Les élévations thermiques (v. le tracé ci-joint) ont toujours 
été peu marquées les premiers mois. : 

La chéyre maigrit : elle pese 28 kilos le 3° mars, 29 le 
20 mars, 25 kg. 500 le 10 mai. En dehors de l’extréme maigreur, 
aucun symptome externe. A partir dumois de-mai, le poids se 
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reléve rapidement : il est de. 31 kilos le 16 juin, de 39,500 le 
5 septembre, idem le 4 décembre, de 40 ‘le 14 décembre. 
La chévre a ensuite maigri. (V. i/fra.) 


Anumaus inoculeés avec le sang de la chévre. 


A9janvier 1905 — 1souris avec 1/2 ¢, ¢. dans le péritoine: meurt infectée 
en 44 jours. ‘ 

6 fevrier 1905. — 1 souris avec 1/2 c. c, dans le péritoine: meurt infectée 
en 12 jours 4/2, incubation 6 jours, 

1 souris avec 1/2 ¢, ¢. dans le péritoine: meurt infectée en 20 jours 1/2 ; 
inculation 6 jours également. 

9 mars 1905, — 4 souris avee 4/3 c¢. c. dans le péritoine : meurt en 
62 jours 1/2 (incubation, 6 jours; trypanosomes présents durant une quinzaine 
de jours, rien pendant 22 jours, puis de, nouveaux trypanosomes les 45 jours 
qui précédent la mort). 

31 mars 1905, — 4 souris avec 41/2 c. c. dans le péritoine : meurt en 
17 jours (incubation 6 jours). 

41 mai 1905. — 1 souris avec 41/2 c. c. dans le péritoine: meurt en 
48 jours (incubation 7 jours). 

4 souris avec 1/2 c, ce. dans le péritoine : meurt en 20 jours (incubation 
7 jours). 

29 juin 1905, — 4 rat recoit 5 c. c. dans le péritoine : ne s‘infecte pas. 

20 aowt 1905. — 1 chien recoit 20 c. c. dans le péritoine; n’a rien le 
5 octobre. A cette date, est réimoculé avec 20 c. c. : Trypanosomes vus pour la 
{re fois le 24 octobre; sont 'présents d’une facon intermittente en octobre et 
novembre; l’examen du sang est négatif du 15 décembre au 26 janvier; ce 
jour-la, les trypanosomes sont non rares; du 26 janvier & la mort (nuit du 
16-47 avril 1906), ?examen est négatif sauf une’ fois. Borgne le 18 novembre, 
le chien devient aveugle vers le 15 décembre }, 

[Le 5 octobre 1905, la chévre regardée par erreur comme guérie (vy. supra) 
recoit sous la peau de loreille 4 ¢. c. sang dilué souris de passage. } 

6 novembre 1905 — 4 chien regoit 20 c. c. dans le péritoine. Incubation 
10 jours; trypanosomes présents du 46 novembre au 4 décembre, absents du 
7 décembre au 23 janvier; non rares le 26 janvier. Le chien meurt le 28 jon: 
vier 1906 sans avoir montré de phénoménes morbides oculaires. 

27 janvier 1906. — Chien F regoit 20 c. c. dans le péritoine : les trypano- 
somes sont vus pour la 1 fois le 24 mars; meurt aveugle le 42 avril. 

Chien P regoit 10 ¢, ¢. dans le péritoine ; les trypanosomes sont vus pour 
la 4re fois le 20 mars; sacrifié mourant le 20 avril. 

(Le 7 mars 1900, la chévre, encore regardée, a tort, comme guérie, recoit 
1 c.c, sang dilué souris de passage, trés riche en trypanosomes.) 

12 avril 1906. — 1 chien regoit 25 c. c. dans le péritoine : trypanosomes 
vus pour la 4re fois le 29 avril; meurt aveugle le 4 juillet. 


1, L’étude de ces yeux et de ceux des autres chiens dourinés fera l'objet d’un 
travail spécial de M. le docteur Morax. 


ma 


_ 
: 
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La chévre continue donc & rester infectée. Vers le milieu de 
1905, aprés 6 mois d'infection assez intense, elle a paru guérir 
(trypanosomes extrémement rares dans le sang, état général 
excellent), mais les inoculations aux chiens ont prouvé que 
cette guérison n’était qu’apparente. A remarquer que les chiens 
noculés le 27 janvier 1906 ont montré une incubation de prés 
de 2 mois. 

Dans le courant de juin 1906, la chévre est devenue assez 
rapidement aveugle. Depuis quelques mois, son état général est 
ailleurs moins bon. A partir de janvier 1996, elle maigrit de 
nouveau. De 40 kilos, en décembre 1905, son poids est tombé a 
34 kg.500 le 30 janvier; & 28.500, le 16 juin; il était le 
19 juillet de 31 kg. 500; il est de 34 kg. 500 le 4 septembre. 

La maladie éyolue donc lentement (il y a 19 mois que la 
chévre est inoculée) vers une issue qui sera probablement 
fatale, et, comme c’est parfois le cas dans la Dourine des 
Kquidés, il y a eu des périodes de mieux simulant la guérison. 

Les animaux inoculés avec le sang de la chévre ont révélé 
quelques faits intéressants. Nous avons vu une souris mourir en 
62 jours 1/2, aprés avoir montré une période de pseudo-gué- 
rison. Quatre chiens sur 5 sont devenus aveugles. - | 


II. Bouc inoculé avec fe virus de M™* Rabinowitsch. 


Le 27 mai 1905, un jeune cheyreau male de 2-3 mois regoit 
sous la peau de Voreille 1 c.c. sang dilué de cobaye. Il n’y a pas 
de réaction thermique. La température reste entre 39 et 40 a 
de rares exceptions prés : elle atteint 40 le 19 juin, 40,4 le 
14 juillet, 40 les 14, 15 et 16 aout; elle oscille autour de 40 du 
23 au 29 aout; elle est comprise entre 39,5 et 40 tout le mois de 
septembre. 

L’infection est extrémement peu intense, & tel point que 
nous avons cruun moment que le bouc s’était montré réfractaire. 

Voici les résultats des inoculations aux animaux : 


24 jun 1905. — 1 souris regoit 1/2c. c. sang dans le péritoine : ne s’in- 
fecte pas. 
19 juillet 1905. — 1 cobaye recoit 5 c. c. dans le péritoine : n'était pas 


infecté le 2 aout: a cette date, a été réinoculé, trop hativement, avec du sang 
a Trypan et s'est infecté. j 


696 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


6 octobre 1905. — 1 cobaye regoit 5 ¢. ec. dans le péritoine : s’infecte et 
meurt en plus de 4 mois. “A 

(Le 6 octobre, le bouc, qu’on supposait ne pas s’étre infecte, est réinoculé 
sous la peau de loreille avec 4 c. c. sang dilué de souris de passage. ) 

30 oclobre 1905. — 1 cobaye recoit 8c. c. dans le péritoine, s’infecte et 
meurt en 27 jours. 

19 décembre 1905 et ter mars 1906. — A chacune de ces dates, 1 cobaye 
recoit 8c, c. dans le péritoine; aucun ne s’infecte. 

Le bouc, supposé guéri (la non-infection des animaux 
préeédents le prouve), est réinoculé le 1° mars 1906 avec du 
sang de souris de passage (toujours virus Rabinowitsch.) 

Le 24 mars, 2 cobayes recoivent chacun 8 c. c. de sang; aucun nes’infecte. 
Le 23 avril, 4 chien recoit 15 ¢. c.; il reste indemne. 

Le bouc a done acquis l’immunité. 

Il est alors inoculé le 25 mai avee du sang d’une souris de 
passage du virus Rouget. 

Le 8 jwin, 2 souris et un chien sont inoculés avec le sang du bouc. Chaque 
souris recoit 1/2. c. dans le péritoine; ’'une meurt 19 jours plus tard sans 
avoir montré de Trypan. L’autre souris et le chien, qui a recu 20 ¢, ¢., yivent 
encore (4 septembre) et n’ont jamais présenté de Trypan. 

Nous pouvons done conclure que le bouc, a la suite de sa 
légére infection par le Trypan. de Me Rabinowitsch (origine 
Schneider-Buffard), a@ acquis Vimmunité a la fois pour ce Trypan. 
el pour celui de Rouget. Cette expérience vient donc corroborer 
la those que nous avons toujours soutenue au sujet de lunicité 
des parasites trouvés chez les chevaux ayant les symptomes de 
fa Dourme. 

L’évolution de infection chez le boue a été assez diffé- 
rente de ce quelle est chez la chévre. Cela tient-il & une 
différence de race des virus ou bien a des questions de sensi- 
bilité individuelle de caprins? I faudrait opérer sur un plus 
grand nombre d’animaux pour répondre a cette question. 

Malgré sa trés légére infection, le bouc a été sérieusement 
alfecté, En effet, ila longtemps conservé la taille qwil avait au 
momentde l’inoculation; son poids n’était encore, en mai 1906, 
que de 19 kilos; il était, en juillet 1906, de 22 kilos. Ses 
progéniteurs atteignaient l’un et l'autre de 35 & 40 kilos ', 

1, Une jeune. cheyrette, s@ur du boue en question, a été inoculée un peu plus 
tard que lui, le 8 juillet 1905, avee le trypan. du Nagana (voir Laveran et Mesnit, 


C. R. Acad. Sciences, 25 juin 1906, chevre N); elle aussi n’a plus montré Vac- 
croissement normal de poids ni de taille. 


a 
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Bovipks 


M. Vallée, professeur & l’Ecole vétérinaire d’Alfort, connais- 
sant nos résultats avee la chévre (v. supra), a bien voulu nous 
proposer d’inoculer & Alfort une vache bretonne. Voici l’obser- 
vation intéressante qui nous a été remise par notre excellent 
collégue, que nous sommes heureux de remercier ici : 

« Le 25 juin 1905, Vinoculation est faite avec le virus Rou- 
get. Le 1° juillet au soir, ascension brusque de la température 
qui, de 38°,4 moyenne, monte & 39°,7, pour gagner 40°,2 le 
2 juillet et redevenir normale le 3. Le i¥ juillet, parasites 
facilement visibles dans le sang. 

« Epreuves du sang chez i chien : positives les 1° aout et 
20 septembre; négative. a 150 c. ¢., le 1° décembre. Réinoculée 
le 6 janvier 1906 avec le méme virus, la vache se montre immu- 
nisée, car 100 c. ce. de son sang, partagés entre 2 chiens le 


10 février, les laisse indemnes. Le 10 février, la vache doit étre __ 


abattue pour obstruction intestinale. » 

Liinfection ici est encore d'un type particulier. Il y a la 
poussée thermique caractéristique de la réaction des Ruminants 
a plusieurs trypanosomiases. L’infection, au début, est au moins 
aussi intense que celle de la chévre dourinée; mais elle est de 
courte durée; il y a guérison et immunité comme pour le bouc 
infecté avec le virus dle’ M"* Rabinowitseh. 

os 

L’ensemble des faits exposés prouve d’une facon manifeste 
que le virus de la Dourine peut infecter les Ruminants et les 
Singes, comme c’est généralement le cas pour les autres Trypan. 
pathogénes de Mammiféres. 

Une différence ne peut donc étre établie, de ce chef, entre la 
Dourine et les trypanosomiases d’Algérie. Nous n’en restons 
pas moins persuadés, eu égard surtout a l’étiologie', qu il s ‘agit 
d’entités morbides distinctes. La Dourine est, en I’état actuel 
de nos connaissances, la seule maladie transmissible directe- 
ment par le contact du parasite avec les muqueuses. 


4. Voir in Evan. et iv. SERGENT (ces Annales, aott 1906, p. 680) les expériences 
comparatives entreprises @ ce sujet. 
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(Suzte.) 


ie INFECTION DES JEUNES COBAYES PAR LES. VIRUS M ET G 
Bry — IMMUNITE CONSECUTIVE, OBSERVEE DANS CER- 


a TAINS CAS. : 

ee Nous avons inoculé, avec nos deux échantillons de b. mor- 
x veux, un grand nombre de cobayes, males et femelles, agés 
“ de 2 semaines 4.2 mois et ces inoculations nous ont révélé 


‘i divers détails nouveaux qui méritent d’étre rapportés. 


INFECTION PAR LE VIRUS M 


Vove intrapéritonéale. — Les femelles jeunes supportent, 
comme les femelles adultes, de fortes doses de virus : constam- 
ment 10°! et souvent 1/2 centigramme. Les mdé/es contractent 
toujours la forme ectopique (qu il s'agisse de 10-7, 10-! et méme 
1/2 centigramme), jusqu’aux environs du 2° mois, ol commence 
a apparaitre la forme scrotale. Cette forme ectopique guérit dans 
et la moitié des cas environ, si l’on a inoculé 10°? ou 10-1; elle se 
, traduit alors, d’un cdté par le type inguinal, de lautre par le 
type régressif,ou, plus souvent, par le type éphémére. (Ici se 
place une remarque d’ordre général. Chez les males adultes, 
comme chez les males jeunes, il n’existe aucun rapport entre le 
cété du scrotum ot prédominent les lésions génitales et le coté 
de abdomen ov a été poussée linjection.) Dans les cas mor- 
tels, la maladie dure généralement plus longtemps que chez les 
adultes témoins; on observe alors d’ordinaire l’éclosion @acci- 
dents farcineux, et, avant tout, dostéopériostites. 

Voici, pour fixer les idées, le résumé d’une expérience 
comparative, faite sur 2 males (jeune et adulte) et 2 femelles 
bivet ash: 
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Dose inoculée ; 10-1 dans le péritoine. eT 
Male de 230 grammes : forme ectopique (inguinale d’un coté, éphémére 
de Pautre), guérison. ; 
Male de 580 grammes : forme scrotale subaigué bilatérale, mort en 
26 jours 41/2. 
Femelle de 230 grammes : pas d’infection. 
Femelle de 540 grammes : pas d’infection. 


INFECTION PAR LE VIRUS G 


Vote intrapéritonéale. — Les femelles jeunes sont certai- 
nement moins sensibles que les adultes. Les md/es offrent tou- 
jours, ici encore, la forme ectopique, jusqu’aux environs 


du 2° mois; avec 10-? on n’observe jamais de guérisons, avec — 


10° certains animaux survivent, avec 10“ et 10° le nombre 
des terminaisons favorables s’accroit. 

Citons, a titre d’exemple. l’expérience comparative suivante, 
qu il sera intéressant de rapprocher de l’expérience ci-dessus, 
concernant le virus M. 


Dose inoculee : 10-3 dans le péritoine. 


Male de 180 grammes : forme ectopique (inguinale d’un coté, régressive 
de l'autre), guerison. 

Male de 500 grammes: forme scrotale aigué bilatérale, mort en 24 jours. 

Femelle de.170 grammes : pas d’infection. 

Femelle de 530 grammes ; morte en 25 jours avec « farcin péritonéal »- 


Voies sous-cutanée et intramusculaire. — Pas de diffé- 
rences appréciables entre les cobayes jeunes et les adultes. 
Fréquence remarquable des ostéopériostites (ainsi qu’aprés les 
inoculations intraabdominales). 


SENSIBILITE COMPAREE DES JEUNES SUJETS ET DES ADULTES 


Les expériences qui précédent montrent que les males jeunes, 
inoculés dans le péritoine, ne succombent pas toujours avec le 
virus C et guérissent souvent avec le virus’M. A quelles causes 
doit-on attribuer cette bénignité éventuelle. que nous n’ayons 
jamais rencontrée chez le male adulte? 

Faut-il en faire la conséquence de lectopie, imposée, aux 
jeunes cobayes, par la disposition de leur appareil génital et 
tendant & circonscrire les Iésions dés le début? Evidemment 
non, puisque l’ectopie n’empéche point la majorité des jeunes 
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animaux de succomber et que, chez Vadulte, elle est toujours 
suivie de-mort. Il est d’ailleurs facile de vider la question, chez 
Vadulte, en déterminant d’abord l’ectopie forcée des testicules, 
puis en infectant les animaux. Pour cela, il suffit d’injecter de 
la paraffine dans les bourses, de maniére & remplir compleéte- 
ment les cavités scrotales. Les injections aseptiques de paraffine 
sont parfois suivies d’une nécrose, uni ou bilatérale, des tégu- 
ments, due sans doute & la compression excessive subie par 
eeux-ci. Mais nombre de sujets y échappent; si, & ces cobayes, 
on administre, par la voie abdominale, 10°? de virus M (dose 
minima strement mortelle), ils suecombent dans les mémes 
délais que les témoins. L’abcés du muscle testiculaire offre, 
selon les cas, un volume plus ou moins grand; ne pouvant 
envahir le scrotum, il se développe dans la fosse iliaque. 

L’ectopie étant mise hors de cause, on doit penser, avant 
tout, a une moindre vulnérabilité de la vaginale musculaire. 
nettement démontrée par la fréquence des types regressif et 
éphémeére untlatéraux. Ce facteur, trés important, peut s exa- 
gérer, dans certains cas exceptionnels, au point d’aboutir a une 
immunité locale bilatérale, comme il ressort des deux obser- 
vations stivantes : 


(S) Un cobaye male (230 gr.) recoit 10-5 (virus C) dans le péritoine. On 
assiste, bientot, au développement d’une tumeur intra-abdominale, laquelle 
atteint les dimensions d’une petite noix et se résorbe ensuite peu a peu. 
L’état général demeure bon et animal augmente réguliérement de poids. 
Puis, survient la « maladie du nez », qui l’enléve 104 jours aprés l’infection. 
A Pautopsie : nodule fibro-caséeux, du volume d’un pois, dans l’épaisseur du 
mésentére; appareil génital indemne; granulations spléniques récentes. 

(T) Un cobaye male (240 gr.) regoit 10-4 (virus C) dans le péritoine : aucun 
effet. Aprés 97 jours, la guérison étant toujours apparente et le poids ayant 
atteint 390 gr. (+ 4150), on injecte 4 centigramme Maze sous la peau : 
réaction normale, mais émaciation assez rapide et apparition dune ostéo- 
périostite de Vischion droit (cultures et inoculations positives, avec le pus), 
qui dure jusqu’a la fin de la, vie. Puis, ostéopériostites curables des avant- 
bras. Mort en 77 jours; & Pautopsie: appareil génital indemne, pas cle 
lésions morveuses autres que celle de lischion. 


Ces deux animaux, bien qu ayant dépassé le premier mois. 
se sont done comportés comme des femelles; Yun a été atteint 
de farcin péritonéal, Pautre n’a présenté aucune localisation 
abdominale visible. 
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Il est done certain que la moindre vulnérabilité de la séreuse 
musculaire, susceptible de limiter, plus stirement encore que 
Pectopie elle-méme, Vimportance des Iésions, représente un 
élément trés efficace de bénignité. Mais ce facteur, & lui seul; ne 
saurait rendre compte de la guérison des sujets, puisqu’d lésions 
égales les adultes (inoculés avec 10°? de virus M, par exemple) 
succombent toujours. On doit. admettre. en conséquence, que 
les jeunes animaux sont réellement plus résistants & la morve 
que les adultes. Cette conclusion se trouve corroborée par le 
résultat des inoculations intrapéritonéales comparées de virus C 
chez les femelles (jeunes et adultes). Par contre, elle n’aurait 
pu étre établie par les expériences d’infection, & Vaide du 
méme virus, sous la peau ou dans les muscles des cobayes 
(jeunes et.adultes) des deux sexes. ni par les expériences 
infection intrapéritonéale comparée de virus M chez les 


femelles (jeunes et adultes); le mode d’inoculation dans le pre- 


mier cas, la faible activité des germes dans le second, ne per- 
mettant pas de mettre en évidence la sensibilité différente que 
manifestent les animaux selon leur age. Ces faits prouvent, une 
fois de plus, combien est complexe le probléme de l’infection 
morveuse. 


IMMUNITE DES JEUNES COBAYES GUERIS 


Les observations qui suivent démontreront que les jeunes 
cobayes peuvent résister a la dose 10% de virus C inoculée sous 
la peau, aprés avoir supporté, sans grand dommage, les doses : 
10-2 de virus M dans le péritoine, 10°? de virus C dans le péri- 
toine également, 10 de virus C sous la peau. 


Immunité, conférée par le virus M, vis-a-vis du virus C. 


En voici un exemple net : 


(U) Un cobaye male (250 gr.) regoit 10-2 (virus M) dans le péritoine : & 
droite, forme éphémére; & gauche, forme ectopique inguinale (ouverture et 
cicatrisation); pas d’émaciation. Aprés 132 jours, le poids ayant atteint 
430 grammes (+ 200), on injecte, sous la peau, 4 centigramme Moc : 
réaction normale. 20 jours aprés, 660 (+ 210); on inocule 410-2 (virus C), 
sous la peau : nodule local, du volume d'un pois, ouvert et rapidement 
cicatrisé ; pasd’émaciation (un témoin, de650 grammes, meurt en 24 jours 4 /2; 
abceés local ; ostéites, suppurées des dewx avant-bras et non suppur ée de la 
jambe g gauche ; « orchite métastatique » bilatérale; éruption de granulations 
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dans la rate). Aprés 43 jours, 790 (+420); on injecte 1 centigramme Mac 
sous la peau : réaction normale. L’animal est encore en observation. 


Immunité, conférée parle virus C. vis-a-vis du virus C. 


Les deux observations suivantes sont trés. démonstratives. 
malgré absence de témoin dans la premiére. 


(V) Un cobaye femelle (145 gr.) recoit 10-3 (virus C) dans le péritoine : 
deux petits nodules éphéméres de la paroi, au niveau du point de pénétra- 
tion de laiguille. Aprés 66 jours, l’animal pése 290 gr. (+ 145); on inocule 
40-2 (virus C) sous la peau : petit abcés, qui s’ouvre et guérit rapidement. 
(Un témoin n’a pas été fait, par erreur.) L’animal est encore en observation. 

(X) Un cobaye femelle (140 gr.) recoit 10-4 (virus C) sous la peau : deux 
petits nodules du volume d’un pois, disparaissant par résorption. Aprés 
46 jours, le poids étant de 260 gr. (+ 120), on injecte, sous la peau, 4 centi- 
gramme Mee : réaction normale. Aprés 26 jours, 300 (+ 40), on inocule, 
sous la peau, 10-2 (virus C) : deux petits nodules éphéméres (un témoin 
meurt en 37 jours). L’animal est encore en observation. 


IMMUNISATION DU COBAYE MALE ADULTE, CONTRE 


LINOCULATION. INTRAPERITONEALE DES VIRUS 
M ETC, REALISEE PAR L°INJECTION INTRAABDOMI- 
NALE DE SUBSTANCES DIVERSES, D’HUMEURS NOR- 
MALES, OU DE MICROBES ETRANGERS. 


Panisset a fait voir qu’en inoculant, dans le péritome du 
cobaye male, un mélange de bacilles morveux et de staphylo- 
coques, on arrivait a prévenir Vinfection, sans créer toutefois 


‘d@immunité consécutive. 2 races de b. de la morve et 3 races 


de staph. se sont prétées & cette expérience; un 4° échantillon 
de staph. ne jouissait d’aucun pouvoir antagoniste. Mémes 
résultats, siles microcoques sont injectés 24 heures avantle virus 
morveux. Résultats inconstants, quand on les remplace parl’eau 
physiologique, le bouillon glycériné, ou les sérums chauffés de 
cheval et de beeuf. 

Les expériences suivantes ont été faites bien avant l’appa- 
rition du travail précédent. 


INJECTION INTRAPERITONEALE DE SUBSTANCES DIVERSES 


Eau physiologique. 


Elle a toujours paru sans effet, tout au moins vis-a-vis du 


virus C. Exemple : 
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Uncobaye mile regoit, dans le péritoine, 10 ¢. c. @eau physiologique. 
Le lendemain, on injecte, parla méme voie, 40-6 (virus €), Mort dans les 
délais habituels, avee les lés. el. 


Boucllon frars. 


Il peut manifester, au contraire, une certaine influence, 
comme on ya le voir. 


Un cobaye mile recoit, dans le péritoine, 10 ¢. ¢. de bouillon frais et, le 
lendemain, 10-6 (virus C) : forme scrotale subaigué bilatérale, ouverture, 
guérison. 71 jours aprés, on sacrifie l’animal : testicules atrophiés, entourés 


d'une enveloppe scléreuse; cavités scrotaies disparues presque complétement. ~ 


Pilocarpine. 

(Chlorhydrate.) On injectait 1/8 de milligramme dans le 
péritoine, et, le lendemain, animal était soumis a l’épreuve 
infectante. Avec le virus C (10°), effet préventif a toujours 
été nul; avec le virus M (10%), tantot les cobayes ont montré 


Ja méme sensibilité que les témoins, tantot ils ont contracté la- 


forme ectopique (mortelle), ce qui tend & indiquer une légére 
augmentation de résistance. 


INJECTION INTRAPERITONEALE DE SERUM DE CHEVAL 


(Chauffé 1/2 heure & 55°.) On administrait aux animaux, 
par la voie abdominale, 5 c. c. de sérum et, le lendemain, par 
la méme voie, 10% (virus M) ou 10 (virus C). 

Avee le virus M, les résultats ont été des plus variables : 
forme scrotale (aigué ou subaigué), forme ectopique, absence 
d infection. Avec le virus C, on n’a observé queles deux alter- 
natives extrémes : forme scrotale aigué ou résistance com- 
pléfe Dans ce dernier cas, aucune immunité n’a pu étre 
décelée ultérieurement chez les sujets qui avaient échappé a la 
morve. Exemple : 


Un cobaye male (540 grammes) recoil 5 ¢. c. de sérum dans le péritoine 
et, le lendemain, 10-6 (virus C) par la méme voie : aucun effet (un témoin 
meurt en 9 j. 1/2). Aprés 24 jours, on réinocule 10-6 : mort en 38 jours, 
avec les lés. cl, 


INJECTION INTRAPERITONEALE DE BACTERIES ETRANGERES 


Nous n’ayons étudié que le B. swdéclis, traité par le chloro 
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forme (qui ne tue pas les spores) etadministre a doses énormes. 
. . . \ . . 
Son action immunisante ne saurait faire de doute. 


Un cobaye male (540 grammes) recoit, dans le péritoine, 1 gramme de 
B. subtilis, traité par le chloroforme : émaciation peu marquée, 8 jours 
apres, on injecte, par la méme voie, 10-2 (virus M): le testicule droit se 
prend seul, puisl’animal contracte la maladie du nez, et on le sacrifie, 8 jours 
aprés l’inoculation d’épreuve. A l’autopsie, comme unique lésion morveuse, 
on note Vadhérence du testicule gauche, au musculus testis, en un seul 
point; a ce niveau, petit exsudat, qui aurait certainement guert sans 
encombre, comme le prouvent plusieurs cas analogues déja relatés au cours 
de ce travail. 

(Z.) Un cobaye male (680 grammes) recoit, dans le péritoine, 7 gramme 
de B. subtilis, traité par le chloroforme : émaciation marquée. Aprés 90 
jours, on injecte, par la méme yoie, 10-2 (virus M), qui tue un témoin en 
29 jours. Forme ectopique bilatérale, type régressif. Apres 25 jours. le poids 
étant de 620 grammes (+ 50), on injecte 1 centigramme Me: sous la peau : 
empatement, qui durcit et devient fluctuant en-un point; évacuation d’un 
bourbillon minime et d’un peu de pus, par un petit pertuis ; guérison rapide 
(par conséquent : réaction modérée). Aprés 14 jours, 650 grammes (+ 80); 
on injecte, a nouveau, 4 centigramme Mae : empatement qui durecit, puis se 
ramollit au centre, mais se résorbe finalement assez vite: on considére 
done Uanimal comme guéri. 27 jours aprés la seconde injection de Mae, 
on inocule 410-5 (virus C), sous la peau du coté droit de abdomen, (Un 
témoin meurt en 38 j. 1/2, avec abcés local & marche aigué, ulcération 
scrotale droite et éruption granuleuse au niveau de la rate) : abeés & évolu- 
tion lente, accompagné de tuméfaction des ganglions inguinaux droits; le 
tout guérit sans émaciation. Aprés 40 jours, 760 grammes (+ 50); on 
injecte 4 centigramme Mae sous la peau: réaction yiolente, puis émaciation 
et farcin subaigu. Celui-ci se traduit par les aécidents suivants : tuméfaction 
des glandes de l’aine droite, suivie de suppuration; abcés du poignet droit, 
qui se résorbe ; enfin, abcés de la paroi abdominale. On sacrifie animal aprés 
83 jours; 4 lautopsie, comme lésions morveuses, on ne note que la suppu- 
ration, presque guérie, des ganglions, 


Dans ce dernier cas, Vimmunité vis-A-vis du virus M. com- 
plete guoad vitam, s'est montrée tres marquée guoad lesionem. 
La résistance ultérieure vis-a-vis du virus C n’a guére été 
moins forte, croyons-nous; il parait, en effet. hors de doute que 
Vanimal aurait guéri sans encombre, s'il n’avait recu préma- 
turément 4 centigramme Maz sous la peau. 

Les expériences qui précédent, rapprochées des expériences 
(immunisation intrapéritonéale contre linfection par la méme 
voie (comparable & la vaccination intrapleurale, vis-d-vis de 
Vinoculation homologue), nous aménent & poser un probléme 
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délicat, celui des cmmunités /ocales. Il est généralement admis, 
en pareille matiére, que l'eau physiologique, le bouillon, voire 
les sérums normaux, n’agissent qu’en provoquant un afflux 
leucocytaire dans la séreuse qui les regoit. Faut-il encore 
accepter ce mécanisme banal pour les bactéries étrangéres et 
méme pour le bacille moryeux? Nous considérons une pareille 
manitre de voir comme tout au moins excessive dans ce 
dernier cas et nous pensons quelle peut l’étre également dans 
le cas des bactéries étrangéres. Nous démontrerons plus tard, 
en effet, que certains microbes conférent au cobaye une 
résistance générale indéniable vis-’-vis de la morve; si le 
B. subtilis et le staphylocoque possédaient une telle propriété 
(ce qui na rien d’invraisemblable), il serait difficile de ne pas 
tenir compte de cet é/ément spécifique (au sens chimique et 
non biologique du mot) pour expliquer l’immunité locale. Enfin, 
il est permis de se demander, théoriquement, si cet élément 
fait défaut dans le cas des sérums (que nous savons contenir 
tant d’« anticorps normaux ») et méme dans celui des liquides 
indifférents (bouillon, eau physiologique).. Ces derniers ne 
déterminent-ils pas de la cytolyse, et ne libérent-ils pas, par ce 
mécanisme, des substances intracellulaires dont l’action pourrait 
parfaitement étre analogue a celle des sérums ? 

Les recherches, entreprises avec le sérum de cheval et 
suivies de succés dans certains cas, auraient pu suggérer lidée 
que la yulnérabilité de la vaginale musculaire reconnait tout 
simplement pour cause une défense phagocytaire insuffisante, 
liée elle-méme au facteur mécanique dont nous avons parle. 
Mais on n explique toujours pas ainsi pourquoi cette vulnérabi- 
lité se manifeste électivement vis-a-vis du B. de la morve. 
D’ailleurs, l'action du sérum de cheval n’est pas aussi simple 
qu’on serait tenté de le supposer @ priorz; le chapitre suivant 
va nous le démontrer. 


EXPERIENCES DIVERSES — SUR LE COBAYE ADULTE —- 
AVEC LES BACILLES MORVEUX TUES DE PLUSIEURS 
FACONS (VIRUS M). 

On distingue généralement, aujourd’hui, deux sortes de 


poisons bactériens : les « toxines solubles » et les « endotoxi- 
45 
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nes ». Admettant provisoirement:cette distinction, nous dirons 
que le bacille de la morve, étudié en prenant le cobaye comme 
animal réactif, ne parait donner naissance qu’a une « endo- 
toxine ». Celle-ci se rencontre, sous forme trés diluée, dans la 
malléine et, sous forme plus ou moins concentrée, dans les 


corps microbiens traités de diverses fagons. Avec ces corps 


microbiens, dont nous allons nous occuper tout d’abord, on 
peut préparer une gamme de produits d’activité décroissante ; 
il suffit, pour cela, de faire agir, sur les bacilles vivants : la cha- 
leur.lesalealis,les acides,!’alcool-éther,l'acétone , lechloroforme, 
le formol, le tannin, etc... Nous ne parlerons. dans ce travail. 
que des bacilles soumisa l’action dela chaleur, de l’alcool-éther, 
du chloroforme et de l'ammoniaque. Voici quelques chiffres 
qui établiront leur toxicité respective : 


Dose mortelle, dans le péritoine, des germes traités par : 


Tai Cale ie sak ecto ciation bose au moins 5 centigrammes. 
Traleooleetherne a. cine te —_ 10 = 
He. CHLOMO LOLI e tty eee eee — .410 — 
LRA ONIaguUe® 21.-.1- seen ee _ 75 — 


(Evaluation en microbes humides.) 


MICROBES CHAUFFES 


Nous les avons employés moins souvent que les microbes 
traités par l’aleool-éther (lesquels feront objet @un chapitre 
spécial, & cause du grand nombre d’expériences entreprises 
avec eux) ou le chloroforme, parce que leur activité, plus grande 
que celle des deux autres, ne convenait point au genre de 
recherches que nous avyions en vue. Toutefois, nous trouvons 
dans les résultats de leur administration par la voie abdominale 
des points intéressants & rapporter. 

La dose mortelle minima, pour ce mode d intoxication, n’a 
jamais été inférieure & 5 centigrammes; mais il faut bien savoir 
que, vis-a-vis des bacilles chauffés (comme vis-d-vis des bacil- 
les tués par d’autres moyens), les animaux manifestent de trés 
grandes différences de sensibilité individuelle ; c’est ainsi que 
nous avons vu un cobaye résister 4 Vinjection intrapéritonéale 
de 8 centigrammes, mais cette observation est demeurée isolée. 

Il ne semble point que le degré de température, auquel on 
porte les émulsions pout les stériliser, joue un rdle appréciable, 
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wee 


au moins entre 55° et 100°; l’activité des germes tués a 55°. 
60°, 70°... 100° nous a toujours paru, en effet, identique — 
autant qu’on peut en juger, étant donnée la susceptibilité 
variable des sujets. 

D'une fagon générale, es résultats obtenus dépendent de 
la dose employée; ces résultats sont les mémes pour les deux 
sexes, quand la mort survient rapidement: ils différent, dans le 
cas contraire, par l’absence constante de lésions génitales chez 
les femelles.. . 


Les faibles doses (entre 10-! et un centigramme) ne déter-_ 


minent point de phénoménes généraux, od entrainent une éma- 
ciation habituellement modérée et transitoire. Les. doses 
moyennes (entre 1 et 5 centigrammes) font presque toujours 
maigrir les animaux; cette perte de poids dure parfois trés 
longtemps et les sujets contractent souvent une affection inter- 
currente, fatale dans la majorité des cas (la pseudo-tuberculose 
et la « maladie du nez des cobayes » constituent les plus 
fréquentes de ces complications). Les fortes doses (entre 5 et 
8 centigrammes) aménent le plus ordinairement la mort : tantdt 
en 12-36 heures, tantét en quelques jours, tantét a la longue 
(avec ou sans maladie surajoutée). 

Les cas @ terminaison rapide reproduisent exactement 
le tableau clinique et anatomo-pathologique de la péritonite 
morveuse suraigué, avec cette seule différence qu’on ne retrouye, 
dans la cavité abdominale (remplie ou non d’un_ exsudat), 
aucune forme microbienne visible. Le mécanisme intime est 
évidemment le méme avec les germes, soit vivants, soit morts, 
injectés a dose massive : empoisonnement violent, local et 
général, par les produits toxiques quabandonnent un grand 
nombre de bacilles brutalement décoagulés. 

Au cours des 7ntoxications non mortelles ou lentement 
mortelles, on observe fréquemment, s'il s'agit de. sujets males, 
Vapparition d’aceidents génitaux tres bénins; il faut en 
connaitre l’existence possible et les rechercher avec soin, sans 
quoi ils passeraient presque toujours inapergus. Ce sont : lin- 
duration superficielle dela glande male (surtout au niveau de 
l’épididyme), la production d’un frottement trés net quand on 
cherche a la refouler en haut, la limitation de sa course ascen- 
sionnelle, parfois méme sa fixation dans le scrotum. Ces acci- 
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dents restent le plus souvent unjlatéraux. A l’autopsie des ani- 
maux atteints (sacrifiés des temps variés aprés linjection), on 
rencontre des lésions rappelant tout & fait le début de celles 
que déterminent les microbes vivants. La séreuse, qui revét la 
face péritonéale du muscle testiculaire, est le siége d'une con- 
gestion hémorragique plus ou moins intense, ordinairement 
localisée & sa partie interne. Sur ce fond enflammé, apparaissent 


des exsudats jaundtres et mous. d’abord peu adhérents, puis 


fixes. L’examen histologique y montre surtout des mononu- 


ccléaires et ne permet d’y rencontrer aucun germe visible. Ces 


exsudats augmentent propressivement de consistance et finissent 
par se scléroser. A leur période aigué, ils offrent l’apparence 
de petites granulations, arrondies ou elliptiques, entourées 


~d@une aréole congestive, granulations dont le diamétre oscille 
entre celui d'une téte d’épingle et celui d'un grain de mil. 


Tantot les lésions demeurent isolées. tantdét elles se réunissent, 
formant des trainées ou des plaques d’étendue variable; dans 
le premier cas, il peut étre impossible de les reconnaitre clini- 
quement. Le testicule, et surtout l’épididyme. se prennent fré- 
quemment leur tour et adhérent au musculus testis par une 
surface plus ou moins grande. 

Aprés injection de trés faibles doses de microbes chauffés, 
les altérations, discrétes, ne dépassent jamais la vaginale (vraie) ; 
mais, aprés injection de quantités plus considérables, on les 
rencontre souvent aussi & la surface de la rate, moins ordinaire- 
ment au niveau du foie ou de l’épiploon. Ce sont encore des 
exsudats, d’abord mous, puis fermes, se transformant finalement 
en taches laiteuses et pouvant provoquer laccolement de la 
rate aux parties voisines. 

Nous retrouvons done ici, mutatis mutandis. léquivalent 
de ce qui sé passe lors de linoculation des microbes vivants; 
on se souvient que les faibles doses épuisent leur action sur la 
vaginale, tandis que les doses plus fortes la débordent et 
envahissent la séreuse péritonéale. de préférence celle qui enve- 
loppe la capsule splénique (wbi supra). 


MICROBES TRAITES PAR LE CHLOROFORME (VAPEURS) 


Nous nous sommes servi tant6t de microbes humides, tan- 
tot (et le plus souvent) de microbes desséchés dans le vide 
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sulfurique; ces derniers représentant; en poids, le 1/3 environ 
des autres. Le chauffage, jusqu’’ 100°, ne semble ni diminuer 
ni augmenter la toxicité des germes tués par le chloroforme. 


Injections intrapéritonéales. 


La dose minima mortelle correspond, avons-nous dit, a 
10 centigrammes (microbes humides). Inutile d’insister. de 
nouveau, sur les différences de  réceptivité individuelle 
des animaux, ni sur la variété des accidents observés 
suivant la quantité administrée; sous ‘ce rapport, les bacilles 
traités par le chloroforme se comportent — a dose double — 
comme les bacilles chauffés. Les lésions testiculaires sont 
exactement pareilles, et, fait curieux, on les exagére constdéra- 
blement, d@ordinaire, en injectant, soit en méme temps que les 
microbes, soit la veille, 5 @ 10c¢. c, de sérum de cheval (chaufté 
1/2 heure a 55°). 

- Si lon introduit, par exemple, dans le péritoine (avec le 
sérum ou aprés celui-ci), 243 centigrammes de germes secs, la 
majorité des sujets ne contractera point de péritonite suraigué 
et lon verra sowvent survenir, au niveau de |’un ou des deux 
testicules, des symptomes tout a fait caractéristiques. Ces 
signes se manifestent parfois dés le 2° jour; ailleurs ils ‘se 
montrent moins précoces, voire tardifs (10°-12e jour). 

s’annoncent par la« crépitationamidonnienne », bien connue, puis 
évoluent différemment selon les cas; tant6t, tout rentre bientét 
dans l’ordre; tantét la course ascensionnelle du testicule demeure 
limitée; tantét enfin, il y a immobilisation de lorgane dans le 
scrotum, &l’anneau ou dans |’abdomen. Les deux derniers types 
d’accidents guérissent fréquemment, mais il est rare que la 
glande male récupére toute amplitude de ses mouvements. A 
Yautopsie des animaux (morts plus ou moins lentement ou 
sacrifiés), onretrouve les lésions vaginales décrites & propos des 
microbes chauffés, mais ces lésions apparaissent d’ordinaire 
plus accusées et comme étendue et comme intensité. L’épidi- 
dyme et la glande male adhérent habituellement au musculus 
testis sur une étendue variable. Si l’adhérence est devenue totale, 
ons ’explique immédiatement le séjour forcé du testicule dans le 
scrotum, et si elle-est restée partielle, la limitation de ses 
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mouvements. Enfin, si les lésions, localisées au muscle testicu- 
Jaire, y revétent une grande intensité, on n’aura aucun mal & 
comprendre l’arrét de la glande male & l’anneau ou dans 
Vabdomen. L’injection combinée de bacilles morts (les microbes 
chauffés ou tués par l’alcool-éther, se comportent comme les 
germes traités par le chloroforme, mais ont été employés 
moins souvent) et de sérum de cheval reproduit donc, selon les 
cas, une forme scrotale ou une forme ectopique de la morve 
eénitale. Dans la forme scrotale, les adhérences (en général 
faciles & détacher lors de autopsie et méme in vivo) peuvent 
disparaitre plus ou moins complétement; elles peuvent aussi 
persister et amener l’atrophie du testicule (exceptionnellement 
sa nécrose). Dans la forme ectopique. les altérations du musculus 
testis aboutissent rarement a une restauration intégrale ; le céne 
de fibres striées partiellement fibrosé subit, de ce fait. un 
raccourcissement variable et |’étendue des mouvements de la 
glande male s’en trouve proportionnellement diminuée. 

L’injection combinée de bacilles morts et de sérum pro- 
voque, au dela de la vaginale, une réaction plus ou moins 
intense du péritoine; cette réaction se traduit par la formation 
d’exsudats sur les vésicules séminales, la rate, le foie, l’épiploon. 

Les injections intrapéritonéales répétées (sans sérum) sont 
suivies d’effets différents selon la dose employée, l’intervalle 
qui sépare ces injections et le degré d’aptitude des animaux & 
s’ « hypersensibiliser ». Les doses faibles et espacées ne déter- 
minent généralement point d’accidents ; toutefois, il ne faut pas 
s’étonner de rencontrer, ga et 1a, des sujets dont la suscepti- 
-bilité vis-a-vis de lintoxication s'est considérablement accrue. 
A plus forte raison, lorsqu’on administre des doses plus fortes et 
rapprochées; les symptomes observés se montrent alors trés 
graves et les cobayes succombentle plus souvent. Selon les cas, 
la mort survient rapidement, comme dans |’observation suivante, 
ou aprés un temps variable. 

Un cobaye male (685 grammes) recoil, dans le péritoine, 2 fois 3 centi- 
grammes de bacilles (secs) tués par le chloroforme (émaciation moyenne, a 
Ja suite de chaque injection). 7 jours aprés la derniére injection, on admi- 
nistre encore 3 centigrammes par la méme voie; l’animal tombe malade 
presque immédiatement et meurt dans la nuit. A l’autopsie : épanchement 


rouge, ,visqueux ; leucocytes nombreux (polynucléaires principalement); pas 
de formes microbiennes visibles. 
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; 
Les animaux devenus hypersensibles se trouvent; bien 
entendu, prédisposés, ipso faeto, aux diverses complications 
dont nous avons déja parlé plusieurs fois. 
Chez les cobayes males, qui ont supporté sans dommage les 
injections intra-abdominales répétées de germes tués par le 
ehloroforme, Vautopsie révéle existence d'une péritonite 
fibreuse accompagnée, comme on pouvait le prévoir, d’alté- 
rations de vaginales (souvent trés nettes, déjh, intra vitam). 
{ls’ensuit que la surface-séreuse vulnérable a diminué plus ou 
moins d’étendue, par inflammation chronique, ‘et que, d’autre 
part, des adhérences, dues & la méme cause, la séparent plus ou 
moins complétement du reste de la cavité abdominale. Pour ces — 
deux raisons, les animaux se comportent comme des femelles, 
lors de l’épreuve virulente et lobservateur non prévenu pren- 
drait fatalement, pendant la vie, cette zmmunité anatomique, due 
ala « féminisation » de leur. péritoine, pour une zmmunité 
phystologique, consécutive d Vinjeetion du virus mort. 


Thyections sous-cutaneées . 

On peut faire, avec les bacilles tués par le chloroforme, 
exactement les mémes expériences qu’avec les bacilles tués par 
Valeool-éther (voir : Chapitre suivant), & condition d’employer des 
doses équivalentes. 


Injections intramusculaires (muscles de la fesse). 

3 45 centigrammes (bacilles secs) sont toujours bien sup- 
portés; on n’observe, localement, qu'un empatement modeéré et 
transitoire. 3.45 centigrammes, dans chaque fesse, engendrent 
une tuméfaction plus marquée et plus durable; les animaux 
maigrissent constamment. 10 centigrammes, injectés @un seul 
cété, déterminent l’apparition d’un gonflement trés accentué, 
avec réaction violente au niveau des téguments. Les accidents 
rétrocedent par fors, lentement, ce qui n’empéche pas les cobayes 
de succomber souvent par cachexie; pendant la résorption des 
produits inflammatoires on note, dans certains cas, l’existence 
dune fracture « spontanée » du fémur, laquelle guérit par un 
eal volumineux quand la survie de l’animal le permet (les bacilles 
morts montrentdonc, comme les bacilles vivants, une affinité 
curieuse pour le tissu osseux). Mais, dordinaire, les accidents 
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ne retrocedent point et aboutissent ala mortification des parties 
atteintes; il se forme, rapidement, une eschare superficiclle 
étendue, a la chute de laquelle on apergoit un bloc nécrosé, 
contenu dans une cavité anfractueuse et suppurante ; aprés éli- 
mination du tissu musculaire mortifié, la cicatrisation s’opére 
peu a peu. Les sujets maigrissent beaucoup et meurent trés 
fréquemment & la longue. Enfin, si l'on introduit 10 centi- 
grammes dans chaque fesse, les cobayes suecombent en peu de 
jours, avant la production des phénoménes nécrotiques. 

Les injections intramusculatres répétées noccasionnent 
aucun accident, si l’on ne dépasse pas 3 centigrammes de chaque 
cété et si ’on espace convenablement les séances. Autrement, 
on peut créer une prédisposition locale aux infections (presque 
toujours  staphylococciques). Comme nous avons toujours 
procédé avec le plus grand* soin et injecté des émulsions 
rigoureusement stériles, nous sommes convaincu que les 
germes, rencontrés dans les abcés (rares d’ailleurs) auxquels 
nous faisons allusion, s étaient trouvés transportés, par la voie 
sanguine, au sein des tissus enflammés. 

Nous h’avons jamais pu, jusqu’ici, vacciner les animaux a 
aide des injections, longtemps répétées, de microbes tuts par 
le chloroforme; il est vrai que, sauf deux, tous nos sujets ont 
succombé en route, le plus souvent & la suite des maladies 
intercurrentes. dont nous avons déja parlé. Il semble moins 
difficile de conférer une résistance solide aux cobayes, quand 
on emploie les exsudats péritonéaux, consécutifs & ’adminis- 
tration des bacilles chloroformés: Ces exsudats, introduits dans 
le péritoine, en plusieurs séances et avee précaution, peuvent 
donner d’excellents résultats. Nous n’aborderons point aujour- 
@hui leur étude; contentons-nous de citer Vobservation sui- 
vante (trés résumée), & Vappui de ce que nous venons d’en 
dire. 

Un cobaye male (520 grammes) recoit 6 injections intrapéritonéales 
dexsudats. 27 jours aprésla derniére, on injecte, sousla peau, 4 centigramme 
Me: réaction normale. 30 jours aprés, on inocule 10-2 (virus C) sous la 
peau : petit nodule, du volume d'un pois, suppurant un peu, puis résorbé 
rapidement (un témoin meurt en 30 jours : abeés local, ganglions inguinaux 
droits atteignant, au moment dela mort, le volume d'un ceuf de pigeon ; 


« orchite » bilatérale). 71 jours aprés, on injecte sous la peau 4 centi- 
gramme Mae : réaction normale. 
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MICROBES TRAITES PAR L’ AMMONIAQUE 


. Nous serons trés. brefs & leur égard. La dose minima mor- 
telle, observée lors des injections intrapéritonéales, correspond, 
avons-nous dit, & 75 centigrammes (microbes. humides). 
L’injection de 10 centigrammes (germes secs = environ 30 cen- 
tigrammes de germes humides) dans chaque fesse, ne détermine 
qu'un empatement moyen et une légére émaciation, .tous les 
deux transitoires. La répétition de cette dose, par contre, nest 
point toujours bien supportée et animal peut mourir, en 
quelques jours, dés Ja seconde séance; a cet égard, il faut se 
méfier des sujets chez lesquels la tuméfaction locale disparait 
trés vite. Nous avons cependant réussi a réitérer 7. fois les 
injections chez deux cobayes (ce qui fait, en tout, 48,2 de 
bacilles humides), sans que ces animaux aient jamais offert de 
troubles dans leur santé générale; éprouvés ensuite, sous la 
peau, avec les microbes tués par l’alcool-éther, ils ont réagi 
comme les sujets neufs: inoculés finalement sous la peau, avec 
le virus vivant, tous deux ont succombé. Un troisiéme cobaye, 
traité de méme, est mort d'un abcés de la fesse droite (compa- 
rable & ceux dont nous avons parlé a propos des bacilles chlo- 
roformés) lors de la 7° injection. Les germes, tués par l’ammo- 
niaque, prédisposent non seulement aux infections locales, 
mais encore aux infections générales (wbz infra — mal. du nez 
des cobayes). 


EXPERIENCES DIVERSES — SUR LE COBAYE ADULTE 
AVEC LES BACILLES MORVEUX TUES PAR 
L’ALCOOL-ETHER (VIRUS M) 


(Nous continuerons a désigner ceux-ci & l’aide du symbole 
Mac). 


PREPARATION 

Des cultures de 24 heures, ’en grandes boites de Pétri, sont 
raclées, comme il a été indiqué au début de ce travail, et on 
collecte les corps microbiens au fond d’un verre flambé de 
dimensions suffisantes. Supposons que l’on ait obtenu 10 centi- 
grammes de ces corps microbiens; on les émulsionne avec 
soin dans un peu d’alcool absolu, de fagon a produire une 
suspension homogéne; puis, on continue a ajouter, lentement, 
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de l’alcool absolu, jusqu’a coneurrence de 100 grammes (en 
tout). On verse ensuite 100 grammes d’éther, on méle intime- 
ment, et on transporte le mélange dans un flacon stérile, que 
Yon bouche bien. On abandonne, pendant 4 jours, a la tempé- 
rature ordinaire, en agitant de temps & autre. Puis, on 
décante et on seche le dépot dans le vide sulfurique. On le 
récolte finalement et on le garde en tubes scellés. 

Les bacilles secs, exclusivement employés dans nos expé- 
riences, représentent, en poids, environ 1/5 des bacilles humides 
originels. Il convient de les émulsionner soigneusement ayant 
lusage (comme pour les microbes tués par le chloro; Gum]; 

L’alcool-éther tue tres vite le virus morveux et c’est uni- 
quement par exces de précaution que nous le laissons agir 
4 jours. 


INJECTION DE Mat, AU COBAYE NORMAL, PAR DIVERSES VOIES 


Injections intrapéritonéales. 


La dose mortelle minima €quivaut, rappelons-le, & 10 centi- 
grammes (germes humides). Inutile de revenir sur les différences 
de sensibilité individuelle des animaux — sur la diversité des 
accidents obtenus, suivant les doses administrées — ni sur la 
production facile des lésions vaginales, exagérées lors d’injection 
préalable ou concomitante de sérum équin. 

Tout en faisant la part de la réceptivité trés variable des 
sujets, vis-a-vis des bacilles soumis & l’action de l’alcool-éther, 
nous avons acquis la certitude que le chauffage a 100° augmente 
la toxieité des émulsions. Par contre, le liquide de Gram ne 
la diminue point. 


Injections intramusculaires (muscles de la fesse). 


Il faut administrer de fortes doses pour amener la mort des 
animaux et encore celle-ci peut-elle ne survenir qu’’ la longue. 
Localement, quand les cobayes ne sont pas enleyés trop rapi- 
dement, on observe l’apparition d’une vaste eschare, recouvrant 
une perte de substance par laquelle s’évacue le tissu muscu- 
laire mortifié. Il s’établit ensuite une suppuration qui n’a le 
temps de se tarir que dans les cas & marche lente. 
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Injections sous-cutanées, 

Nous décrirons, avec quelques détails, les phénoméenes con- 
sécutifs & Vinjection de 1 cgr. Mae (bacilles secs), afin que 
lon puisse bien les comparer & ceux obtenus chez les sujets 
« hypersensibilisés » par les hacilles vivants ou morts. 

Si done on injecte 1 egr. Mae sous la peau (de l’abdomen), 
on verra bientot se développer un cedéme peu douloureux, mou 
et irréguliérement arrondi, auquel sucetde, le lendemain, un 
empatement de consistance élastique et de forme oblongue. Le 
surlendemain, la tumeur est encore plus allongée et plus dure. 
Les jours suivants, elle rétrocéde peu & peu, de fagon que tout 
soit terminé en une huitaine, quelquefois moins, rarement 
davantage. Telle est, schématiquement, l’évolution des accidents 
locaux, auxquels les téguments demeurent étrangers; |’état 
général n’est point touché, tout au plus observe-t-on une éma- 
ciation modérée. 

Nous devons faire remarquer qu'il est endispensable de 
porter les bacilles morts dans /e tisse cellulaire exclusive- 
ment et non dans Je derme. Si, en effet, une quantité, méme 
minime, de l’émulsion vient & décoller celui-ci, on verra appa- 
raitre, au point correspondant de la peau. une tache livide, 
bientot remplacée par une eschare superficielle. L’eschare, en 
tombant, met A nu une érosion, également superficielle, d’ot 
suinte un peu de sérosité, qui se concrete en une croittelle de 
teinte foncée. Le tout guérit trés rapidement. Il ne faudrait pas 
confondre ces accidents bénins, si faciles a éviter, avec [escha- 
rification massive et obligée. qui caractérise les phénoménes 
de réaction violente (wc infra). Cette escharification massive 
est toujours suivie de l’élimination d’un bourbillon et de |’éta- 
blissement d’une suppuration plus ou moins abondante; rven de 
tel cct. Du reste, que l’on vienne & réinjecter, avec soin, 
1 cer. Mze sous la peau d’un animal qui a présenté, antérieu; 
rement, Jes lésions superficielles dont nous patlons, il réagira 
comme un sujet neuf, ce qui exclut absolument lhypothése 
d’une hypersensibilité individuelle. 

L’injection de 1/2 cgr. ne donne lieu qu’’ une tuméfaction 
-minime et transitoire; par contre, avec des doses supérieures 
a 2 cgr., on peut obtenir la réaction violente (wbc infra) chez le 


cobaye neuf. 
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INJECTION DE Mae SOUS LA PEAU ‘DU COB. HYPERSENSIBILISE PAR LES 
BACILLES VIVANTS 


La dose convenable, pour obtenir, dans ce cas, une réac- 
tion caractéristique, est celle de 1 cgr. Selon les circonstances, 
cette réaction affecte 3 formes principales, que nous dénom- 
merons ; type violent, type moyen et type modéré, — en 
faisant. observer qu’entre ces 3 types, forcément artificiels, 
existent tous les intermédiaires. 

Voici comment. évolue la réaction violente. Le lendemain 
de Vinjection, ’empatement se montre habituellement plus 
marqué et toujours plus douloureux que chez le cobaye neuf. 
Le surlendemain, il s’accompagne d’un cedéme déclive, en 
méme temps qu’une tache livide, plus ou moins large, apparait 
sur les téguments. Cette tache se transforme rapidement ‘en 
une eschare noire et séche, quentoure une auréole inflamma- 
toire (chez les animaux a peau non pigmentée, bien. entendu) et 
que souléve-une sérosité rougeatre. En détachant leschare, on 
met 4 nu une u/cération a bords arrondis ou elliptiques (dia- 
métre oscillant entre celui d’une piéce de 0 fr. 50 et celui d’une 
piéce de 1 franc) et taillés & pic; au fond de cette perte de 
substance, s’apercoit un Jdourbz//on jaune brun sale, que la 
pression peut faire sortir, mais qui s’éliminera assez vite de 


‘lui-méme. Lorsqu’on l’enléve, on constate qu’il était situé dans 
| 9 


une cavité 4 parois saignantes, baignées par un pus liquide et 
roussatre; ces parois ne tardent pas alors 4 bourgeonner, Je 
pus prend un aspect normal et la cicatrisation s opére bientot. 
Lorsqu’on le laisse en place, c’est cette méme réaction suppu- 
rative qui en détermine l’expulsion. Dans les deux cas, la base 
indurée, sur laquelle reposait ’ulcération, se résorbe au fur et 
a mesure que les accidents s’amendent. Ceux-ci ne s’accom- 
pagnent jamais de retentissement ganglionnaire (& moins que 
Von wait affaire au réveil d’une adémite morveuse voisine) ; — 
par contre, ils s’accompagnent, habituellement d’une émaciation 
plus ou moins marquée, 

La réaction moyenne s’annonce par une tuméfaction 
d’étendue variable, qui s’allonge d’abord, puis se limite. On 
voit alors, plus ou moins rapidement, son centre se ramollir, 
pendant que sa périphérie s'indure. L’élimination des parties 
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malades s’opére avec une acuité différente suivant les cas. Voici 
les deux types extrémes observés : tantot apparait une eschare 
(plus petite que celle de tout & heure) et cette eschare laisse 
asa place une ulcération, dont les dimensions vont de celles 
d'une piéce de 0 fr. 20 a celles d’une piéce de 0 fr. 50 —- tantot 
les téguments rougissent, puis s’amincissent et cédent en un 
point, le diamétre de lorifice ainsi créé ne dépassant point celui 
dune petite lentille. Dans le premier cas, on voit sortir un 
bourbillon intact ou émulsionné par le pus; dans le second, le 
pus ne contient généralement point de particules mortifiées 
reconnaissables. 

Si, au moment ot lempatement sous-cutané vient de se 
ramollir, on ponctionne aseptiquement la zone fluctuante, aprés 
cautérisation de la peau, il est facile de constater (par l’examen | 
microcospique, les cultures et les moculations) que, quel que 
soit (état antérieur de Panimal inoculé, bourbillon et pus 
sont toujours dénués de germes. 

Les parties malades éliminées, la cicatrisation se produit 
sans retard; inutile de rappeler comment. La réaction moyenne 
nentraine jamais, cela va sans dire, de retentissement gan- 
glionnaire (sauf dans le cas indiqué plus haut), mais elle 
provoque presque toujours de l’amaigrissement. 

Dans la réaction modérée, les phénoménes débutent ordi- 
nairement comme chez le cobaye neuf; mais, sur un point de 
Vinduration localisée. qui succéde a l’empatement initial, se 
manifeste un ramollissement ¢rés dimité, suivi de la formation 
d’un orifice minuscule, par lequel s’écoule le pus. Chez certains 
sujets, celui-ci est évacué, simplement, a travers le trou de 
Vaiguille (dela seringue) qui se rouvre pour lui laisser passage, 
sous forme d'un fin pertuis rapidement clos dans la suite. Enfin, 
la transition entre la réaction modérée et celle des animaux 
sains est fournie par les cas ot la zone fluctuante se résorbe 
sans s’ouvrir et, comme terme fimité, par ceux ot l’induration 
ne se ramollit jamais, mais rétrocéde avec une extréme lenteur. 

Nous étudierons, maintenant, la fagon dont se comportent, 
vis-a-vis de injection sous-cutanée de 1 cgr. Mae, les cobayes 
qui ontrecu la dose strement mortelle de bacilles morveux — et 
les cobayes cuéris : d'une infection ordinaire, d’une infection 
survenue en cours de vaccination (par le virus vivant) et d'une: 
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infection d’épreuve (animaux, immunisés). L’hypersensibilité, 
observée dans ces eirconstances, peut se traduire par les quatre 
phénoménes suivants, que l’on rencontre, selon les cas, isolés 
ou diversement associés : réaction locale — réaction a distance 
(exagération de lésions déja constituées ou « réveil » de lésions 
latentes, suivis, éventuellement, de « métastases » plus ou moins 
nombreuses) — réaction générale — développement ou « réveil » 
dune autre infection. 


Cob. infectés avec la dose stirement mortelle de virus. 


Prenons, comme exemple, les males inoculés, par la voie 
abdominale, avec 10% de virus M. Rien de plus variable que 
époque a laquelle débute ’hypersensibilité locale; nous ne 
Yavons jamais notée avant le 17° jour, mais nous l’avons vue 
' faire encore défaut le 22°. Elle semble s’établir trés rapidement. 
car c’est toujours ou bien la réaction normale ou )ien la réac- 
tion violente que nous avons rencontrées, sans aucun intermé- 
diaire entre ces deux types opposés. L’hypersensibilité est essen- 
tiellement indépendante de |’étendue des lésions génitales, car 
elle peut se manifester chez des cobayes ne présentant qu’un 
seul testicule atteint — indépendante, aussi, de leur acuité — 
‘indépendante, enfin, de I’état général du sujet, puisqu’on 
Yobserve chez des cobayes qui sont demeurés en bonne santé 
et ont méme gagné du poids. 

Chez les males infectés, dans le péritoine, avec d’autres doses 
de virus M ou‘avee des doses variées de virus C, nous avons 
fait des constatations identiques; une seule fois, la réaction a 
été moyenne (animal inoculé avec 10% de virus C et éprouvé 
le 25° jour.) Chez les males et femelles, qui avaient recu les 
bacilles morveux par d'autres voies, mémes constatations encore : 
mais, ici, nous ne nous sommes point livré & des recherches 
systématiques. 

Liinjection des microbes morts a-t-elle une influence sur la 
marche des accidents? Il est bien difficile de le savoir, puisque 
ces accidents aménent fatalement la mort et que d’autre part, 
selon la résistance individuelle, la survie offre d’assez grandes 
variations chez les animaux qui ont recu une méme dose de virus. 
Des terminaisons rapides, suivant, & bref délai, l’administration 
des germes traités par l’aeool-éther, pourraient, seules, étre 
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mises sur le compte de celle-ci; cos terminaisons sont demeu- 
rées exceptionnelles. Nous avons donc eu l’impression que |’évo- 
lution de la maladie n’avait pas été notablement: hatée dans la 
grande majorité des cas. 


Cobayes guéris. 


Ils ont été éprouvés, par linjection sous-cutanée de Mae, 
_ lorsque leur poids était redevenu normal et méme. le plus sou- 
vent, quand il avait augmenté. 

Cob. guéris @une infection ordinaire. 

Les uns ont présenté d’emblée une réaction normale et l’ex- 
périence a confirmé, dans ce cas, le diagnostic clinique 
(exemple : les animaux A, B, R, X, éprouvés de 46 a 116 jours 
apres linfection). 

Chez dautres, la réaction, d’abord pathologique, est deve- 
nue ensuite normale, lors d'une seconde injection. Lorsque les 
sujets n’étaient pas tout a fait guéris. la premiére administra- 
tion de bacilles morts a parfois provoqué une réaction & distance 
(exemple : l’animal P, infecté avec le virus M). 

Enfin, chez wn trocsiéme groupe de cobayes, cliniquement 
guéris et ayant engraissé, Vinjection de Moe, unique ou 
redoublée, a déterminé le réveil de lésions latentes, réveil qui 
s est traduit par apparition de phénoménes morveux soit dans 

_la sphére inoculée, soit au loin. En pareil cas, il peut arriver que 
la réaction locale fasse défaut ou que la seconde réaction, a 
laquelle succédent les accidents mortels, soit moins violente que 
la premiére. Voici, choisis parmi un certain nombre, trois 
exemples de ces pseudo-guérisons, que linjection de Mae a 
transformées en maladies & terminaison fatale. 

Un cobaye femelle (500 gr.) recoit 1/2 egr. (virus M) dans le péritoine : 
émaciation et guérison. Aprés 23 jours, on injecte 1 cgr. Maz sous la peau : réac- 
tion normale, suivie de apparition dune tumeur abdominale, qui atteint le 
volume d'un cuf de pigeon, Emaciation modérée (maximum-90); mort en 
37 jours. A l'autopsie, pour toute lésion morvyeuse, on rencontre une poche 
fibro-caséeuse au niveau de l’utérus. 

Un cobaye male (760 gr.) recoit 10-3 (virus C) sous la peau: abcés local et 
guérison, Aprés 30 jours, on injecte 4 egr. Maz sous la peau : réaction 
moyenne, Aprés 22 jours, on recommence : réaction moyenne, suivie d’ « or- 
chite » bilatérale, du type ectopique inguinal; I’ abces inguinal droit s’éyvacue 
par le forrreau. Mort en 26 jours 1/2. 
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Un cobaye male (770 gr.) recoit 10-2 (virus M) dans le péritoine : 4 droite, 
forme régressive; & gauche, forme inguinale, qui guérit aprés évacuation. 
Aprés 100 jours, on injecte 4 egr. Mae sous la peau: réaction violente (pus 
stérile & examen microscopique, 4 la culture et a Vinoculation). Aprés 
20 jours, on recommence : réaction moyenne, mais émaciation et mort en 
33 jours. A l’autopsie : lésions génitales guéries, mais granulations spléni- 
ques récentes. 

Les trois animaux, dont nous venons de rapporter l’obser-— 
vation résumée, auraient fini, sans doute, par guérir, s’ils 
n’avaient été soumis & l’influence des bacilles morts, dont il a 
fallu d’ailleurs réitérer l’administration, dans les deux derniers 
cas, pour réverller le virus. 

Nous rappellerons encore l'histoire. trés curieuse a tous 
égards, du cobaye T; on aura été certainement frappé de ce 
fait que la premiére « métastase », survenue au niveau de I’is- 
chion aprés injection de Moe, en a engendré d’autres, a son 
tour, au niveau du périoste des os des avant-bras. 


Cob. guéris dune infection survenue en cours de vaccination. 


Certains ont montré, localement, une réaction normale, 
(exemple : le cobaye E, éprouvé 117 jours aprés Vinoculation 
infectante). D’autres, & la suite de la guérison de leurs 
accidents, ont réagi anormalement et l’hypersensibilité, déter- 
minée par les microbes vivants, n’a cessé de succéder ultérieu- 
rement a chaque injection de microbes morts. Exemple : le 
cobaye D. Cet animal, éprouvé 67 jours aprés l’inoculation 
infectante, a moyennement réagi; les 5 injections suivantes de 
Mae (pratiquées a des intervalles de 22-108 jours) ont constam- 
ment engendré une réaction anormale (1 fois violente, 1 fois 
faodirdes 3 fois moyenne). Et cependant le sujet était bien guéri, 
puisque le « virus n’est pas sorti »; puisque le poids a augmenté 
progressivemient; au point d’atteindre 2020 grammes: et qu enfin 
lautopsie n’a permis de rencontrer aucune Iésion morveuse. 


Cob. guéris @une infection d’épreuve. 
Les uns ont réagi normalement (exemple : le cobaye U, & 
deux reprises). Chez d’autres, la réaction d’abord pathologique, 
est devenue ensuite normale (& la 2° injection chez le cob. Z — 


i la 3°, chez le cob. O — par exemple). D’autres, enfin, ont été 
enlevés par une ¢nfection étrangére, surtout la « maladie du 


oe 
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nez des cobayes » (uéz infra), au cours d’une premidre réac- 
tion, anormale, (exemple : le cob. Q), ou au cours d’une réac- 
tion ultérieure, également anormale (la 3° chez le cob. T). 

Un mot seulement, au sujet des animaux éprouvés avant 
la guérison complete de Vinfection d’épreuve. On se rappelle 
Vhistoire du cob. Z, guéri cliniquement et mourant, cependant, 
de farcin subaigu. en 40 jours, aprés avoir offert une réaction 
violente oco /eso, Kt, aussi, histoire diamétralement opposée 
du cob P, porteur d’un reste d’adénite inguinale, au moment de 
Vépreuve; le ganglion malade a suppuré, puis disparu; une 
glande, survenue entre temps, s est résorbée assez rapidement; 
enfin, la santé s’étant rétablie, le sujet a réagi normalement & 
1 egr. Mae (235 jours, il est vrai. aprés l’épreuve virulente). 

Un mot enfin, concernant les cobayes éprouvés au cours 
d'une vaccination non suivie daccidents infectieux. Ils peu- 
vent réagir normalement (exemple : le cob. Q), ou anormale- 
ment, comme le suivant. 

Un cobaye male (540 gr.) recoit, dans les muscles, 10-6 (virus M); émacia- 
tion modérée. Aprés 30 jours, on recommence ; méme résultat. Aprés 
24 jours, on injecte sous la peau 4 cgr, Mae : réaction moyenne. 

Il est temps de conclure et, pour l’instant, nos conclusions 
seront dordre exclusivement pratique. Voici un cobaye, sain 
d’aspect, lequel a été soumis, sans inconvénients visibles, a des 
injections répétées de microbes vivants, ou bien semble guéri 
d'une infection morveuse (infection ordinaire, inf. d’épreuve...). 
Nous lui injectons, sous la peau, 1 cgr. Mae; de deux choses 
Vune : la réaction locale sera normale ou non; que penser 
dans chaque cas? La réaction normale constitue une ¢rés forte 
présomption en faveur de absence de germes vivants; toute- 
fois, il faut donner a ceux-ci le temps nécessaire pour se mani- 
fester, s'ils n’ont point encore totalement disparu ou, mieux 
encore, réitérer l’administration de 1 cgr. Maz. La réaction anor- 
male n’a aucune valeur; si le virus ne se montre point aprés 
une premiére injection de Mae, on la recommencera; s'il n’appa- 
rait pas davantage aprés la seconde, nous n’hésiterions guére, 
pour notre part. 4 affirmer la guérison; s’il continue a ne pas se 
révéler apres la 3° (a fortior? la 4°, la 5°...), qui pourrait con- 
server des doutes sur cette guérison? La réaction -anormale 
indique done uniquement que Vorganisme s'est trouvé aux 

46 
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prises, &2un moment donné, avéc le bacille morveux vivant (ou 
méme, verrons-nous plus tard, avec le b. morveux mort — ou 
encore avec d’autres germes); ce moment peut étre passé ou 
non; dans le second cas, le virus tardera rarement  « sortir » 
et cette « sortie » constitue le sew/ signe d'une infection 
actuelle, . 

La réaction générale ne semble point, comme nous l’avons- 
déja indiqué briévement, affecter de rapports réguliers (direct 
ou inverse) avec laréaction locale ; sa valeur diagnostique (guoad 
infectionem) est encore moins grande, si possible, que celle de 
cette dernitre. 

Les conclusions précédentes n’auraient sans doute pas été 
trés bien accueillies lors des hécatombes en masse qui ont 
marqué les débuts de la malléinisation. Aujourd’hui, on ne 
condamne plus impitoyablement a mort tous les chevaux cou- 
pables d’avoir réagi, car on a fini par s apercevoir que beaucoup 
dentre eux guérissaient assez rapidement, sans présenter de 
signes cliniques. On n/a jamais eu l’idée qu'une fraction plus 
ou moins grande de ceux-ci pouyait étre déja guérie avant 
Vinjection de malléine. 


INJECTIONS DE Mae DANS LE PERITOINE DU COBAYE HYPERSENSIBILISE PAR 
: LES BACILLES VIVANTS. 


Il nest pas étonnant qu'un centigramme de Mae (et parfois 


moins) suffise pour tuer, de péritonite suraigué, les animaux 


hypersensibles. Voici un exemple, pris au hasard, qui va le 
démontrer. 

Un cobaye femelle (240 grammes) recoit, sous la peau, 10-4 (virus C) : 
abcés local, qui guérit aisément; peu d’émaciation (maximum — 20). Aprés 
56 jours, le poids étant monté & 310 grammes (+ 70), on injecte, dans le 
péritoine, 1 centigramme Mae : mort en 12 heures. A l’autopsie : épanche- 
ment abdominal peu abondant, sans formes microbiennes visibles, mais 
avec un certain nombre de leucocytes (surtout polynucléaires), 


INJECTIONS REPETEES DE Mae, AU COBAYE NORMAL, PAR DIVERSES VOIES. 


Injections intrapéritonéales. 
Les bacilles tués par V’alcool-éther se comportent, d'une 
fagon générale, comme les bacilles tués par le chloroforme: 
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Nous avons pu répéter, ungrand nombre de fois, Pinjection 
de 1/2 centigramme, mais il faut savoir qu’un tel traitement 
améne la « féminisation » du péritoine male, ainsi que le 
prouve bien le cas suivant. : 


Un cobaye mile (630 grammes) recoit 14 injections de 1/2 centigramme 
Mae dans le péritoine (intervalles ; 8-30 jours): émaciation 3, fois seulement. 
18 jours aprés la derniére séance, on porte la dose a 3 centigrammes (un 
témoin meurt, en! jour 4/2, de péritonite towique) :émaciation , puisr etour a 
la normale et Siena de poids. Aprés 28 jours, 780 grammes ; on 
imocule 10-3 (virus C) dans le péritoine (un témoin meurt en 48 jours)’: 
apparition, en pleine paroi abdominale, d’une tumeur qui atteint le volume 
d'un ceuf de pigeon; puis, « maladie du nez » et mort en 37 jours. A l’au- 
topsie : peritonite chronique généralisée et vaginalite fibreuse bilatérale; 
dans la paroi, poche remplie de pus; pas d’autre lésion morveuse. 


Il est tout naturel que ce cobaye n’ait pas offert de lésions 
génitales ; ilsemblera également naturel,sil’on yréfléchitun peu, 
qu ilaitrésistéal injection de 3 centigrammes Mae. Cette fausse 
emmunité antitoxique (physiologiquement parlant), observée 
a la place de Vhypersensibilité qu’on était en droit de redouter, 
sexplique sans peine par la résorption, forcément trés lente, 
des bacilles morts administrés. Comme la fausse immunité 
antimicrobienne (relative), notée dans le méme cas, elle résulte 
fatalement de la « féminisation » du péritoine. 

Les injections répétées (au moins 7 fois) de 4 centigramme 
sont ordinairement bien tolérées, quand on procéde avec ména- 
gement (elles aménent, cela va sans dire, la « féminisation » 
chez le male); mais la mort, par péritonite toxique, s’observe 
parfois ; elle survient, d’ordinaire, lorsqu on veut aller trop vite. 
Les épanchements abdominaux, liés 4 cette péritonite (comme 
ceux déterminés, dans les mémes conditions, par les bacilles 
chloroformés), offrent une toxicité plus ou moins marquée pour 
les sujets sains. 

Les injections intrapéritonéales répétées de 1 centigramme, 
méme tres bien tolérées, engendrent de l’hypersensibilité vis-a-vis 
de l’injection sous-cutanée de la méme dose. Eni voici la preuve. 


Un cobaye femelle (680 grammes) regoit, 7 fois, 4 centigramme Mae dans 
le péritoine; 14 jours aprés la derniére injection, le poids étant de 740 gram- 
mes, on introduit 4 centigramme M2, sous la peau: réaction violente 
(réaction normale chez un témoin). 17 jours apres, on recommoence : réaction. 
violente encore (réaction normale chez un second témoin). 
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e * ; x r 
Injections sous-cutanees. 


x 


La dose de 1/2 centigramme a été administrée, 9 fois, & un 
cobaye; lors de la 7° et de la 9° injection, nous avons noté la 
formation d’un petit abcés local, aseptique, indice d'une hyper- 
sensibilité moyenne. L intolérance peut se manifester plus violem- 
ment lorsque l’on passe, chez un sujet traité, de 1/2 & 1 centi- 
gramme (exemple : l’observation AA). 

La dose de 1 centigramme, répétée, cesse d'étre bien sup- 
portée vers la 6°*-7° séance, en général; on voit alors apparaitre 
une réaction plus ou moins marquée, quise reproduit, dans la 
régle, lors des injections ultérieures. 


Injections intramusculaires. 


On peut introduire, au moins 11 fois de suite, 1/2 centi- 
gramme dans les muscles, sans inconvénient (exemple : l'ani- 
mal Z). De méme, pour 1 centigramme; mais, quand on arrive 
a 2 centigrammes (un, de chaque cété), les trois complications 
suivantes sont a craindre : émaciation forte, maladies intercur- 
rentes, abcés local (habituellement staphylococique — comme 
avec les b. chloroformés). 


IMMUNISATION, CONTRE LE VIRUS M, PAR Mae. 


Elle parait trés difficile & réaliser, d’autant que les maladies 
intercurrentes, dont nous venons de parler, enlévent la majeure 
partie des animaux, avant le moment ow ils seraient vraisembla- 
blement aptes & supporter l’épreuve virulente. Elles peuvent 
aussi les enlever aprés cette épreuve (suivie de suceés) ou aprés 
Vinjection consécutive de Mee (suivie elle-méme d'une réaction 
normale), comme dans les deux observations que voici. 


(Z) Un cobaye male (580 grammes) recoit,14 fois, 1/2 centigramme Mae dans 
les muscles (intervalles : 6-38 jours) : aucun effet, ou émaciation plus ou 
moins forte selon les cas. 12 jours aprés la derniére injection, on administre 
1. centigramme Mee dans le péritoine ; émaciation transitoire. L’absence 
@hypersensibilité fait espérer que lanimal résistera a ]’épreuve virulente, 
pratiquée par la voie abdominale. 24 jours aprés, le poids étant monté A 
700 grammes, on procéde a cette épreuve (10-2 virus M. — Un témoin meurt 
en 10 jours 1/2): forme ectopique inguinale, bilatérale; ouverture et guérison. 
Puis, « maladie du nez » et Ok en 70 jours. Al’autopsie, lésions génitales 
gueries ; rien ailleurs. 


(A A) Un cobaye male (610 grammes) recoit, 5 fois, 1/2 centigramme 


aad 
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Mae sous la peau (intervalles : 9-33 jours) : pas deffet, On administre, 
ensuite, par 2 fois, 4 centigramme (intervalles : 4-94 jours): réaction vio- 
lente la premiére fois, moyenne la seconde, On injecte, enfin, 3 fois, 1 centi- 
gramme dans les muscles (intervalles; 17-55 jours): pas d’effet, mais « mala- 
die dunez », heureusement curable, oudu moins le paraissant (voir plus loin), 
Aprés 147 jours, on introduit 4 centigramme Maz dans les muscles: pas 
@effet. Aprés 33 jours, on injecte 4 centigramme sous la peau: réaction 
normale, Aprés 25 jours, le poids ayant atteint 790 grammes, on inocule 
40 (virus M) dans le péritoine ; forme ectopique régressive, des deux cotés; 
émaciation modérée (— 80) (un témoin meurt 86 jours 1/2; forme scrotale 
subaigué, bilatérale). Aprés 53 jours, le poids étant de 820 (+30), on injecte 
4 centigramme Moe sous la peau : réaction normale; puis, & un moment 
donné, émaciation, dyspnée et mort en 36 jours 1/2. A l’autopsie, lésions 
génitales complétement guéries ; muscles testiculaires raccourcis, surtout a 
droite ou le testicule est un peu atrophié. Poumon gauche adhérent a la 
paroi et offrant un foyer de carnification. Foie gras. Le poumon donne des 
cultures pures de pseudo-pneumocoque. 


L’histoire de ces cobayes démontre, malgré tout, qu'il est 
possible d’obtenir. en s’adressant aux microbes tués par l’alcool- 
éther, une immunité indéniable vis-a-vis des germes vivants. 


EXPERIENCES, FAITES SUR LE COBAYE MALE ADULTE, 
AVEC LA MALLEINE 


Nous ne mentionnerons ici que les effets observés, soit a la 
suite des znjections intrapéritonéales, soit a la suite de l’2nges- 
tion de la malléine brute. 


INJECTIONS INTRAPERITONEALES 


La plupart des animaux supportent, sans dommage, la dose 
de 4c. c. (diluée convenablement, pour éviter les inconvénients 
dus a la présence de glycérine); on peut méme, d’ordinaire, 
recommencer impunément injection, une ou plusieurs fois, si 
l’on prend soin de bien surveiller le poids et l'état général des 
sujets. Mais, lorsque l’on arrive a la premiére ou & la seconde 
dose de 2 c. c., la mort parait fatale. Elle se produit, tantot 
aprés un temps variable, tantot trés rapidement. Dans ce der- 
nier cas, c'est encore sous les apparences de la péritonite 
suraigué que se manifeste ’hypersensibilité. “~¥ 

Les cobayes morveucx, auxquels nous avons administré 
1 c. c. de malléine, par la voie abdominale, ont tous succombé 
en 1-2 jours. Rappelons aussi, incidemment, histoire, relatée 
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plus haut, d’un animal rendu trég résistant & la morye (observa- 
tion C) et chez lequel Vinjection sous-cutanée de 5 grammes 
de malléine séche a certainement entravé la guérison des acci- 
dents. 

. INGESTION 


Les expériences qui suivent datent du début de nos recher- 
ches. Nous avons fait ingérer, chaque jour, aux cobayes, 1 c. c. 
de malléine brute, incorporée & du son. Sur 8 sujets ainsi traités, 
Yun est mort en 9 jours, les autres n’ont présenté aucun trou- 
ble. L’usage de la malléine a été continué, ou non, aprés l’ino- 
culation d’épreuve. Les résultats de celle-ci, — quant a l’immu- 
nité ——- se sont montrés négatifs dans 4 cas; le 5° animal a 
résisté 160 jours, alors que son témoin succombait en 27; les 
deux derniers, dont voici l’observation, ont acquis une immu- 
nité indéniable. : 


Un cobaye male (570 gr.) est éprouvé, aprés avoir ingéré 4 c.c. de mal- 
léine 12 jours dé suite, par inoculation intrapéritonéale de 10-2 (virus M) et 
on continue l’ingestion pendant 27 jours (au moment ot l’on cesse usage 
de la malléine, l’abcés scrotal droit s'est déja ouvert): forme serotale bila- 
térale, subaigué, guérissant par évacuation au dehors (un témoin meurt en 
37 jours 1/2), Aprés 124 jours, on inocule 104-4: tuméfaction et induration 
au niveau des glandes génitales, se terminant par résolution et atrophie 
testiculaire (un témoin meurt en 30 jours), Aprés 74 jours, nouvelle inocula- 
tion de 10-1: tuméfaction transitoire au niveau du testicule droit, accom- 
pagnée d’une légére émaciation (un témoin meurt en 25 jours). Aprés 
16 jours, on injecte 2,10-': tuméfaction transitoire, au niveau des glandes 
miles, peu d’amaigrissement (un témoin meurt en 17 jours). Aprés 22 jours, 
on inocule 1/2 egr.: animal. périt en 4 jour 1/2, avec les signes et lésions 
de la péritonite suraigué (un témoin meurt en 15 jours). A l’autopsie : 
testicules trés atrophiés, fixés, par leur enveloppe selérosée, aux parois 
scrotales ; aucune trace de morve génitale. L’épanchement péritonéal ne 
montre pas de bacilles morveux visibles au microscope, mais il infecte un 
cobaye, auquel on en inocule 1/2 c. c. 


- Les accidents curables, observés & la suite de inoculation 
d’épreuve, témoignent dune résistance évidente. conférée par la 
malléine (administrée avant et aprés l’épreuve). Ces accidents, 
en renforgant l'immunité initiale, ont permis de pratiquer trois 
inoculations successives, trés bien supportées toutes les trois 
(il faut faire jouer un certain réle protecteur, ici encore, & la 
diminution de la surface séreuse électivement vulnérable). Mais, 
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au moment de la 4° réinfection, l’animal était devenu incontes- 
tablement hypersensible. 


Un cobaye male (570 gr.) est éprouvé, aprés avoir ingéré 1 c. ec. de mal- 
léine 53 jours de suite, par inoculation de 10-3 (virus M) dans le péritoine 
(un témoin meurt en 34 jours): aucun effet. Aprés 6 jours, on réinjecte 
10-3: tuméfaction et induration transitoires au niveau des testicules, gué- 
rison, Aprés 6 jours, on inocule 10-2 : mémes phénoménes (un témoin meurt 
en 40 jours). 73 jours aprés, on passe & 40-1 (un témoin meurt en 10 jours) : 
tuméfaction et induration au niveau des testicules, guérison a gauche, per- 
sistance Wun nodule dur & droite. Mort en 144 jours 1/2. A Vautopsie: 
testicules fixés aux parois scrotales, le droit atrophié, le gauche refoulé par 
un petit nodule fibro-caséeux. ; 


_ Dans ce cas. l'immunité, lors de l’épreuve, s’est montrée / 
totale, ce qui tient & la durée plus longue du traitement et, 
certainement aussi, a la quantité plus faible de virus inoculée, 

Les fortes doses quotidiennes de ma/léine (4c. ¢.) sont trés 
mal supportées. L’ingestion journaliére de levure de biére, - 
(10 gr. par jour) nest pas non plus inoffensive; dans les cas 
ot. elle ne détermine aucun accident, son rdle immunisant 
demeure nul. 

(La malléine, employée par nous, était celle de l'Institut * 
Pasteur. préparée avec le virus de passage.) | 


NATURE DE LA VIRULENCE MORVEUSE 
(CHEZ LE COBAYE) 


Nous ayons défini jadis ailleurs (E/éments de Microbiologie 
générale, 1901), d@aprés le D® Roux, la virulence : « Vaptitude 
des microbes a se développer dans le corps des animaux et &y 
sécréter des substances toxiques ». Dans quelle mesure cette 
définition, — qui raméne la virulence 4 deux termes : adapta- 
tion parasitaire et pouvoir toxigéne — est-elle encore valable 
aujourd hui? Dans quelle mesure, modifiée s'il le faut, s'applique- 
t-elle au bacille morveux ? 

On doit admettre que l’adaptation parasitaire, ou végétabihté 
in vivo, se résout elle-méme en deux propriétés secondaires : 
faculté d’utiliser (de plus en plus parfaitement, & mesure que croit 
activité microbienne) les aliments que fournissent, aux germes 
pathogénes , les humeurs et cellules de lorganisme infecté 
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— résistance (de plus en plus marquée) aux influences des- 
tructives de I’économie. Le paralléle expérimental que nous 
avons établi entre les échantillons M et C ne saurait laisser de 
doute sur la plus grande végétabilité 7m vivo du second de ces 
échantillons, c’est-a-dire du plus virulent. L’étude dela végéta- 
bilité cn vitro des deux mémes virus fournit de son cété des 
résultats tout & fait superposables; le virus M donnant, — 
apres ensemencement a surface et & épaisseur égales — des 
récoltes moins abondantes d’un quart que le virus C (moyenne 
de nombreuses pesées, pratiquées sur des cultures en masse) 
et périssant deaucoup plus vite que lui. Autant qu'il est permis 
de comparer l’existence d’une bactérie 27 vitro & son existence 
in vivo, on peut en conclure que la moindre végétabilité de M 
dans l’organisme du cobaye ressortit plus encore & une moindre 
résistance qu’a une faculté de nutrition moins développée. 

On a beaucoup discuté et l’on discute encore pour sayoir si 
Je pouvoir toxigéne des microbes constitue une propriété active 
ou passive; c’est-a-dire si les toxines sont sécrétées par les 


‘germes pendant leur vie, ou bien mises en liberté aprés leur 


mort, en vertu d'une autolyse plus ou moins compléte du corps 
cellulaire; ou, pour parler autrement, si les pathogénes mani- 
festent leur activité grace & des « toxines solubles » ou bien a 
des « endotoxines ». Nous n’aborderons point ici cette question 
délicate et mal posée, peut-étre, sous la forme spécieuse d'une 
alternative. Rappelons simplement que les bacilles morveux, 
inoculés au cobaye, semblent n’agir sur lui qu’au moyen d'une 
« endotoxine ». La toxicité de ces bacilles offre-t-elle quelque 
rapport avec leur virulence? Aucun; le virus C, infiniment plus 
actif que le virus M, se montre au contraire wn peu moins toxi- 
que (autant qu’on peut en juger, en tenant compte de la récep- 
tivité si variable des animaux vis-a-vis des germes morts). 
Trois autres échantillons, étudiés également avec beaucoup de 
soin, et intermédiaires, comme activité, entre C et M. ont mani- 
festé un pouvoir toxique ¢rés votsin de celui de ces deux races. 

Nous conclurons done que les différences de virulence, 
observées chez les bacilles morveux, peuvent étre considérées 
comme liées exclusivement & des différences corrélatives de 
végétabilité in vevo, tant que lon n’aura pas établi que ces bacilles 
jouissent du pouvoir de séeréter (au sein de Vorganisme du 
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eobaye et proportionnellement & leur activité) des produits solu- 
bles susceptibles d’intervenir directement dans le mécanisme de 
Vinfection. 

Nous n’avons envisagé dans ce chapitre que les modifica- 
tions quantitatives de Vadaptation parasitaire, puisqu’il s’agit 
toujours de la méme espéce animale; nous parlerons, plus tard, 
des modifications qualitatives, dont la notion vient encore com 
pliquer ce probléme deja si difficile. 


PROPRIETES DU SERUM DES COBAYES INFECTES OU 
IMMUNISES 


In vitro, le pouvoir agglutinant a été é&tudié avec des 
émulsions chauffées (cultures de 24 heures sur notre gélose, 
délayées au 100° dans l'eau physiologique et portées 1/2 heure 

60°). Les tubes, contenant les mélanges, en diverses propor- 
tions, de sérum et de microbes morts, passaient toujours la nuit 

37°. Pour la recherche du pouvoir précipitant, on s'est 
adressé, d’une part, & des extraits microbiens (A gr. de microbes 
et 40 gr. d’eau physiologique) filtrés et complétement clairs et, 
d’autre part, @ une solution de « malléine précipitée », ainsi 
préparée : « 80 c.c. de malléine brute sont étendus de 2 volumes 
d’eau et le mélange traité par 7 volumes d’alcool absolu; on 
décante, on lave le dépét & l’éther et on le séche dans le vide 
sulfurique; la totalité de la poudre obtenue de cette fagon est 
enfin reprise par 25 c. c. d’eau. » Ici encore, les tubes demeu- 
raient une nuit a l’étuve. 

Le sérum des cobayes normaux a toujours paru inactif, a 
40, sur les extraits microbiens et la solution de malléine; a ce 
titre, il agglutine ordinairement les germes chauffés, mais avant 
darriver a 2.10%, il cesse déja de les influencer d'une fagon 
appréciable. 

Le pouvoir agglutinant et le pouvoir précipitant du sérum, 
chez les cobayes infectés (méme chez ceux qui résistent depuis 
longtemps a la morve), surpasse de bien peu celui du sérum des 
animaux neufs. 

Le sérum des sujets immunisés et guéris de linfection 
ad épreuve (par exemple, des cobayes KE, I, O, P) a offert un pou- 
voir agglutinant plus ou moins élevé selon les cas; les types 


ee ce Byars 5 


730 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


extrémes ont été fournis par l’animal E (limite de Vagglutina- 
tion = 10-%) et l’animal P (limite = 2.10). Chez le sujet D — 
qui avait continué & réagir indéfiniment aux bacilles morts, apres 
la guérison du farcin survenu pendant le cours de son immu- 
nisation — la limite a atteint 10°. 

Le pouvoir coagulant, vis-a-vis des extraits microbiens, 
s'est montré sans rapports avec la faculté agglutinante, comme 
il fallait s’y attendre ; la limite d’activité a été de 2.10 avec les 
sérums E, O et P et de 107 avec le sérum I; le sérum D préci- 
pitait & peine & 10. — Le pouvoir coagulant, vis-a-vis de la 
malléine, assez marqué & 10°! avee le sérum O, Vétait beaucoup 
moins avec les sérums E et I; c’est tout juste s'il pouvait étre 
observé avec le sérum P et le sérum D. 

Nous avons vu, plus haut, que les cobayes supportaient 
généralement trés mal des quantités relativement modérées de 
malléine brute (2 c. c.), injectées dans le péritoine. Si lon 
s’adresse & des doses tres faibles. il devient possible, par contre, 
d’en répéter quotidiennement l’administration. Voici quelles 
étaient les propriétés (¢n vitro) du sérum de deux sujets. qui 


avaient recu, respectivement!, de cette fagon, des volumes glo- . 


baux de 2,3 c. c. et 3,4 c. c. de malléine et qui ont été sai- 
gnés 7 jours aprés la derniére séance. Ces sérums agegluti- 
naient encore & 2.10 (limite extréme); ils précipitaient assez 
fortement la malléine X 10--. mais ne déterminaient, 2 ce titre, 
quun trouble presque imperceptible dans les extraits micro- 
biens. 

In vivo, le pouvoir thérapeutique des sérums a été recherché 
soit par l’injection préventive, soit par la méthode des mélanges. 
Plusieurs centimétres cubes, administrés la veille de UV infection, 
n'ont jamais paru modifier le cours de celle-ci. quels que fussent 
la dose de sérum et le mode d’inoculation. En mélant le sérum 
avec des dilutions variées des virus M et C et en injectant le 
tout, immédiatement ou aprés plusieurs heures de contact, par 
une vole ou une autre, les résultats n’ont pas été meilleurs 
quavec le sérum normal de cobaye (nous y reviendrons dans 
un travail ultérieur). 

(A suevre.) 
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LE MICROBE DE LA COQUELUCHE 


Par Les Dts J. BORDET er O. GENGOU 
Avec la planche XXVIII. 


(Travail de l'Institut Pasteur de Bruxelles.) 


La bactériologie de la coqueluche a fait l’objet, depuis plus 
de vingt ans, d’un nombre considérable de travaux. Beaucoup 
dle aieabie ont été isolés de expectoration et décrits comme 
représentant le véritable agent étiologique de cette maladie; 
nous pensons toutefois qu aucun des microorganismes cultivés 
par nos prédécesseurs nest identique & celui que nous avons 
obtenu et qui, ainsi qu'il résulte d’arguments particulitrement 
probants, doit étre considéré comme étant réellement le para- 
site cherché. 

Les insuccés subis par les bactériologistes — insuccés que 
nous-mémes, dailleurs, avons longtemps éprouvés depuis six. 
ans que nous étudions la coqueluche — s’expliquent aisément 
par certaines circonstances qu’1l convient de mentionner brié- 
vement. 

Chacun le sait, quelles que soient l’attention et la patience 
consacrées a l’exécution de la technique de lisolement des 
microbes, le succés des tentatives exige que l’agent patho- 
gene encore inconnu que l’on cherche (au moins lorsqu’il se 
cultive péniblement et qu’il ne manifeste pour les animaux 
qu'une virulence faible ou nulle) se trouve dans le produit mor- 
bide en nombre suffisant, ne soit pas en quelque sorte perdu au 
milieu d’innombrables bactéries banales. Or, ces conditions 
@abondance et de pureté relative du germe spécifique ne sont 
dans un bon nombre, sans doute méme dans la trés grande 
majorité des cas, convenablement réalisées qu’au début de la 
coqueluche. Bien plus, méme & cette période, il faut utiliser 
exclusivement, si possible, la partie de |’expectoration prove- 
nant de la région qui est le siége de la pullulation microbienne, 
et qui, venant de la profondeur des bronches, est éliminée par 
une quinte. Cet exsudat, au moment ou la toux devient carac- 
téristique, est blanc, épais. tres riche en leucocytes; il contient 
en quantité. considérable le microbe de la coqueluche qui, dans 
les cas favorables, s’y présente en culture presque pure. L’en- 


ec 


732 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


fant fournit en méme temps. une sécrétion plus transparente, 
muqueuse et filante, beaucoup moins riche en cellules, ou le 
microbe spécifique est plus rare, qui se peuple facilement d’es- 
peces microbiennes nombreuses et variées, et doit, en consé- 
quence, étre évitée dans les recherches. Si les jours suivants on 
continue & recueillir et & examiner l’expectoration, on cons- 
tate que dans l’exsudat leucocytaire, d’aspect semblable a 
celui qu’on avait pu se procurer antérieurement, le microbe 
spécifique devient plus rare, plus clairsemé; la phagocytose 
s’observe plus souvent. Bien que les quintes de toux continuent 
& étre nombreuses et caractéristiques, la culture du microbe 
semble étre plus discréte; sans doute persiste-t-il longtemps 
dans le tissu bronchial; ce qui est certain, c’est que la quantité 
qui s’en élimine par l’exsudat baisse trés visiblement. Ce der- 
nier, désormais, se préte moins bien & la culture. et, ce qui est 
plus important encore, les préparations microscopiques qu il 
fournit sont moins démonstratives; l’observateur qui les aurait 
sous les yeux sans avoir vu les échantillons plus favorables 
antérieurement recueillis, ne ressentirait plus d’impression 
nette quant a lauthenticité du microbe et a la réalité. de son ) 
role ; elles cessent d’étre convaincantes et perdent d’autant plus 

leur signification gqu’A ce moment, dans beaucoup de cas, 

des microbes étrangers se mélangent au germe spécifique. La 
briéveté relative de la période vraiment favorable & la déter- 
mination précise du microbe coquelucheux, ainsi qu’a l’obten- 

tion de cultures, la répartition fort inégale du microbe dans 
expectoration, et, d’autre part, la difficulté qu’on éprouve & 
obtenir des jeunes malades, au moment voulu, la sécrétion 
quon désire étudier, — toutes ces circonstances contribuent a 
compromettre, investigation. Celle-ci est laborieuse méme 
lorsqu’'il s’agit de cas de coqueluche pure, elle est presque 
impraticable lorsque la maladie est compliquée de rhumes non 
spécifiques, bronchite, bronchopneumonie, etc., lorsqu’il y a con- 
tamination par des germes divers d’affections respiratoires, si 
répandus dans les milieux hospitaliers; la sécrétion fournie par 

des enfants vivant dans leur famille offre & cet égard,. cela va 

de soi, beaucoup plus de garanties que les produits recueillis 

dans les hépitaux. 


Les conditions utiles 4 la réussite des recherches, ainsi que 
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les causes d’erreur capables de dérouter l’observateur, appa- 
raitront plus clairement, si nous faisons un bref récit de nos 
tentatives : nous aurons de la sorte l’occasion de signaler cer- 
tains microorganismes, d’ailleurs non spécifiques, que nous 
avons fréquemment rencontrés, qu’on risque de confondre avec 
le vrai microbe, et sur lesquels plusieurs bactériologistes ont 
appelé l’attention. Nos premiéres recherches surla coqueluche 
datent de année 1900. A cette époque, l'enfant B..., agée de 
5 mois, fut (&la suite d’un contact avec des enfants qui com- 
mengaient 4 tousser et chez lesquels le diagnostic de coquelu- 
che fut ultérieurement posé). atteinte d’une coqueluche typique. 
Sa santé jusqu’alors avait été parfaite; elle n’avait notamment 
jamais souffert d’affection queleonque, méme légére, des voies 
respiratoires. L’un de nous, qui l’observait assidiment, put 
recueillir, lors de la premiére crise de toux caractéristique, un 
lambeau blanchatre d’exsudat non mélangé de salive, et que la 
quinte projeta. L’examen au microscope, aprés coloration par 
le bleu phénigué de Kiihne, montra que cet exsudat, fort riche 
en leucocytes, contenait en quantité énorme une petite bactérie 
ayant la forme oyoide, parfois un peu plus allongée. par- 
fois plus courte au point de ressembler & un microcoque. mais 
en général assez constante d’aspect, colorée en bleu trés pale, 
le contour et surtout les extrémités se teignant toutefois avec 
plus d’intensité que le centre, disséminée sans ordre entre les 
cellules, quelquefois phagocytée. Les individus dont la longueur 
dépassait la moyenne présentaient souvent, vers le centre, un 
point bleu réyélant Vapparition d’un cloisonnement; la grande 
majorité des microbes étaient isolés, quelques-uns placés deux 
par deux bout a bout. Le Gram était négatif. La pullulation 
était d’une telle abondance et d’une pureté si parfaite qu’on ne 
pouvait se refuser 4 admettre une relation de causalité directe 
(chez cette enfant dont les bronches étaient atteintes pour la 
premiére fois) entre cette infection et apparition de la coque~ 
luche. Mais le microbe se montra rebelle a toutes les tentatives 
que l’on fit pour le cultiver. Ensemencé sur des milieux divers, 
et notamment sur de la gélose-ascite (le liquide d’ascite ayant 
été mélangé en partie égale & de la gélose préalablement fon- 
due), ou sur de la gélose arrosée de sang humain ou de sang 
de lapin, ’exsudat ne fournit que de rares colonies de micro- 
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coques sans importance ; cependant, ces milieux se prétaient 
fort bien & la culture de microbes délicats; en particulier, cette 
eélose au sang, ensemencée de crachats de malades atteints de 
erippe, permettait d’obtenir facilement le microbe de linfluenza. 
L’expectoration recueillie les jours suivants fit voir que la 
pullulation du microbe diminuait progressivement; en résumé, 
ce cas si favorable & ’observation microscopique ne put étre 
utilisé fructueusement pour la culture. 

Au cours des années suivantes, nous fimes. & Bruxelles, 
Vinventaire bactériologique -d’un grand nombre de crachats 
coquelucheux, la plupart recueillis dans les hépitaux, en em- 
ployant de préférence un milieu de culture que nous avons 
trouvé trés propice & Pobtention des microbes délicats, et fort 
utile notamment pour les recherches sur la flore des voies res- 
piratoires'. Ces crachats, dont presque tous provenaient de 
malades observés non pas & la période initiale, mais cn pleine 
évolution de coqueluche, présentaient en général une flore 
microbienne riche et variée. Nous nous attachions beaucoup, 
cela va sans dire, & y rechercher des formes bactériennes 
identiques & celles qui avaient été vues, si abondantes et al état 
pur, dans le cas de 1900 signalé ci-dessus. 

On trouvait, & vrai dire, plus ou moins nombreux, de petits 
microbes ovoides, faiblement teints, bien comparables a ces 
dermiéres. Mais ce qui trés souvent prédominait, c’était des 
bactéries paraissant plus petites encore, un peu mieux colo- 
rables, isolées ou en paquets, parfois un peu plus longues ou 
méme filamenteuses. Ce petit microbe, que presque tous les 
cas nous fournissaient en abondance, prospérait fort bien sur 
notre milieu; souvent méme, c’était lui qui donnait le plus 

4. kn voici la préparation : A 200 c. c. d'eau glyeérinée a 40/0, on ajoute 
400 grammes de pommes de terre coupées en tranches. On cuit & autoclave, on 
sépare le liquide et on obtient ainsi un extrait glycériné et concentré de pommes 
de terre. On prend 50 c. c. de cet extrait, en y ajoutant 150 c. c¢. de solution 
physiologique de Na Cl (a 0,6 0/0) et 5 grammes de gélose. On fait fondre a 
Vautoclave ; le liquide encore chaud est réparti dans des tubes & réactifs, & raison 
de 2-3 ¢.¢, par tube, On stérilise. On recueille stérilement du sang, quel’on défibrine, 
de lapin, ou (ce qui est préférable pour les premiéres cultures) d’homme. 
A chaque tube contenant le culot de gélose (préalablement fondue), on ajoute 
partie égale de sang, On agite, et on laisse refroidir les tubes inclinés. Ce mi- 
lieu permet la culture de microbes délicats, méningocoque, gonocoque, influenza, 


et, comme il sera dit plus loin, bacille de la coqueluche. Ne contenant pas de 


pas il est peu favorable & la culture de certains saprophytes de la putré- 
action. . 
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grand nombre des colonies obtenues. Ces colonies étaient 
bleudtres ou grisdtres, un peu plus élevées au centre, tou- 
jours un peu diaphanes, notamment vers les bords, presque 
transparentes dans les cultures jeunes, ot elles apparaissaient 
comme de petites gouttes de rosée. Au microscope, on trouvait 
un microbe trés petit, ne prenant pas le Gram, généralement 
mince et court, au point de n’apparaitre que comme un poin- 
tillé, manifestant parfois, dans certaines cultures, une tendance 
marquée au pléomorphisme, certains individus étant plus gros, 
renflés, d’autres offrant méme des formes d’involution bizarres 
et contournées, faiblement et inégalement colorées. Inculti- 
vable sur gélose ou bouillon ordinaires, ce microbe ne pous- 
sait bien qu’en présence dhémoglobine. Il fut facile d’établir 
que nous étions en présence du microbe, identique ou trés ana- 
logue & celui trouvé par Pfeiffer dans linfluenza, que d’autres 
bactériologistes signalaient dans la coqueluche, et méme consi- 
déraient comme le microbe spécifique — opinion d’abord com- 
préhensible, tant la présence de ce microorganisme était fré- 
quente. C’est alors que paraissaient ou venaient d’étre publiés 
notamment les travaux de Krause et Jochmann'‘, qui firent 
de ce microbe une description trés exacte, mentionnant la 
nécessité de ’hémoglobine, et correspondant absolument avec 
celle que nous-mémes aurions pu faire d’aprés nos prépara- 
tions et nos cultures. Comme ces auteurs, nous trouvyames ce 
microbe en quantité énorme, a I’état presque pur (il y avait 
aussi quelques rares pneumocoques), dans le pus des petites 
bronches, & l’autopsie d’un enfant mort de bronchopneumonie 
consécutive 4 la eoqueluche. De telles constatations semblaient 
évyidemment fort significatives. 


Pour résoudre le probléme, il fallait comparer minutieuse- | 


ment dans sa morphologie ce microbe tel qu il apparaissait 
dans les cultures ou les nouveaux échantillons d’expectoration, 
avec celui que nous avions trouvé dans le premier exsudat 
obtenu en 1900, lequel renfermait, incontestablement semblait- 
il, le véritable parasite. Or, cette comparaison ne dissipait 
point Vincertitude. Ce parasite appartenait bien, comme le 
microbe (pareil 4 l’influenza) actuellement cultivé, au groupe 
des bactéries de petite taille et aussi de faible colorabilité. Mais 


1. Zeitschrift fiir Hygiene, 1901, Bd 36, 
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V'identité d’aspect n’était pas gompléte. Les microbes de l’ex- 
sudat de 1900, considéré comme typique. étaient de forme plus 
régulidgrement ovoidale; ils étaient aussi, en régle générale, un 
peu plus grands, et le caractére d’avoir le centre a peine 
coloré était chez eux plus net et plus constant. Mais ne pou- 
vait-on pas accepter, & ce propos, cette notion assez ration- 
nelle qu’un microbe déterminé peut fort bien ne pas présenter 
un aspect complétement identique dans les milieux artificiels 
de culture et dans le produit pathologique? A la rigueur, les 
deux microbes pouvaient étre identifiables, et, dés lors, on pou- 
vait accepter lopinion favorable au role étiologique de ce 
microbe pareil 4 celui de l’influenza, et défendue par les bacté- 
riologistes dont il a été question plus haut. 

Trois objections graves pourtant restaient sans réfutation. 
D’abord, l’exsudat typique de 1900 n’avait pas cultivé sur de la 
gélose au sang, ot. le microbe - influenza aurait, ¢ était cer- 
lain, facilement prospéré. Eosuite, malgré des tentatives réité- 
rées, jamais nous ne pouvions mettre en évidence, dans le 
sérum d’enfants convalescents de coqueluche, de propriétés 
particuliéres a I’égard de ce dernier microbe. Les autres bac- 
tériologistes ont dui obtenir, en |’étudiant & cet égard, les mémes 
résultats négatifs, car il n’est pas fait mention, dans les tra- 
vaux de Spengler, Jochmann et Krause, ete.. de propriétés 
spécifiques du sérum d’enfants guéris. Enfin, nous consta- 
tames, conformément d’ailleurs aux données de certains de nos 
prédécesseurs, notamment d’Elmassian, que ce microbe non 
seulement se présentait dans la coqueluche, mais encore se 
rencontrait tout & fait communément au cours d’affections res- 
piratoires les plus diverses, aussi bien chez l’adulte que chez 
. Penfaut, grippes, bronchites, bronchopneumonies survenant & 
titre de complications & la suite de maladies diverses, et méme, 
a l’état parfois presque pur, dans de simples coryzas. 

Bref, ce microbe.:si semblable & celui décrit par Pfeiffer 
comme provoquant l’influenza, n’est pas l’agent de la coque- 
luche. Nous ptimes isoler cette année le microbe spécifique, 
ayant eu a notre disposition des cas éminemment favorables, 
Yun d’eux, celui qui nous fournit la premidére culture, méritant 
d’étre mentionné avec quelques détails : il s’agit d’wn enfant de 
deux mois, allaité. d’une santé florissante, contaminé par un 


- 
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enfant voisin, dont la coqueluche (affection trés répandue actuelle- 
ment & Bruxelles), non encore manifeste & ce moment, n’avait 
pas été reconnue d’emblée mais devint bientot caractéristique. 
Lenfant se mit & tousser, les premiéres quintes typiques sur- 
vinrent; lune delles projeta un fragment d’exsudat assez 
consistant, blanc, extrémement riche en leucocytes, et renfer- 
mant en quantité prodigieuse ' le microorganisme identique & 
celut rencontré plusieurs années auparayant, dans des condi- 
tions de pureté et d’abondance fort analogues. Cet exsudat, 
délayé & des degrés divers dans la solution physiologique, fut 
ensemencé sur notre milieu. Or, la surface des tubes qui 
avaient été ensemencés d’exsudat peu dilué, ot le microbe 
spécifique était si nombreux quen cultivant il aurait da four- 
nir une couche continue, ne présenta, au bout de deux jours, 
que quelques rares colonies d’impuretés (quelques coccus sali- 
vaires). Mais le fil de platine, promené sur la partie de la 
surface qui paraissait stérile, ramena en quantité trés faible le 
microbe cherché. La multiplication s’était faite, mais trop 
péniblement pour donner naissance & des colonies visibles?. 
Le germe, reporté sur un second milieu, y prospéra beaucoup 
mieux, donnant une trainée blanche, et désormais la culture fut 
luxuriante. Morphologiquement, Videntité entre le microbe de 
la culture et celui présent dans l’exsudat fut non pas approchée 
et satisfaisante, mais aussi compléte et absolue que possible. 
Les dessins ci-annexés seront, a cet égard, plus démonstratifs 
qu une description détaillée 

La comparaison, en culture, de ce parasite avec le microbe- 
influenza montre que ces deux espéces sont essentiellement 
différentes. Sur le milieu au sang, le microbe de la coqueluche 
pousse beaucoup plus péniblement lors de la premiére culture, 
mais végéte au contraire plus abondamment lorsqu’il est 


4. Les jours suivants, la quantité de microbes diminua progressivement, Les: 
quintes continuérent pendant environ 3 semaines, l'enfant guérit sans complica 
tions, 

2. Toutefois, on put constater que quelques. individus microbiens peuvent, 
méme dans la premiére culture, donner aprés 2 ou 3 jours des colonies biery 
visibles assez distantes. Mais ce fut l'exception. 

3. Nous employons.depuis longtemps un bleu de toluidine phéniqué pr éparé 
comme suit : bleu de toluidine (Griibler), 5 grammes; alcool, 100 ¢. c.; eau, 
500 grammes; on attend la dissolution compléte, puis Pon ajoute 500 gr ammes ; 


d'eau phéniquée 25 0/0. On filtre aprés un jour ou deux. Ce bleu est préférable 


au bleu de méthyléne phéniqué ordinaire. 
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acclimaté. ll se développe un peu plus lentement. Sa culture 
est plus blanche, plus épaisse, n’a pas cet aspect bleuatre et 
diaphane du microbe-influenza. I] ne manifeste nullement, 
pour ce qui concerne la présence d’hémoglobine, la méme 
exigence que ce dernier; en effet, réensemencé sur gélose- 
ascite bien incolore, il y donne bientét une couche blanche, 
d’aspect gras et humide, assez opaque, devenant, aprés 2 a 
3 jours, & peu prés aussi épaisse que lest une culture de 
bacille typhique sur gélose ordinaire ‘. Il a beaucoup moins de 
tendance au pléomorphisme et & involution ; a vrai dire, cul- 
tivé pendant de nombreuses générations sur notre milieu au 
sang, il devient plus petit, mais reprend aisément sa forme 
primitive, si on lui fait subir un passage dans un milieu liquide 
et qu’on le reporte ensuite sur le milieu solide. Absolument 
incultivable sur les milieux usuels stérilisés & Vautoclave, 
gélose, gélatine, bouillon ordinaire ?, il se développe bien, en 
affectant des formes plus inconstantes, souvent plus grandes 
et plus gonflées, dans des milieux liquides, tels que le bouillon 
glycériné a 1 0/0 additionné de partie égale de sang ou de 
sérum limpide de lapin. 

I] est probable (nos recherches a ce sujet sont en cours), que 
ee microbe sécréte des substances produisant non pas une 
intoxication générale, mais des effets locaux, c’est-d-dire exer- 
cant une action irritante et méme nécrotisante. Injecté sous la 
peau ou dans le péritome du cobaye, il n’améne la mort qu’aé 
haute dose. Mais si lot injecte. dans Vceil du lapin un peu 
d’exsudat coquelucheux contenant le microbe en abondance et 
a l'état pur, on ne constate qu'un développement tres limité, 
presque nul; humeur aqueuse reste limpide, mais la cornée 
s’opacifie rapidement, devient blanche, en méme temps que 
surviennent un larmoiement intense et une congestion conjone- 
tivale excessive. L’injection d’un peu de culture pure produit 
les mémes Iésions, dont la gravité surprend en raison de ce 


1. Cette épreuve a été faite quand le microbe était déja accoutumé & la culture 
in vitro; il nest nullement certain que, provenant de l’exsudat, il pousserait 
dembilée sur la gélosé-ascite. 

2. Ce fait permet d’écarter enti¢rement- divers microbes, poussant facilement 
sur les milieux ordinaires, qui ont. été signalés par certains obseryateurs (Afanas- 
siew, Czaplewski et Henzel, Vincenzi, Manicatide, Leuriaux, etc.) et qu’on ne 
trouve du reste pas dans les crachats coquelucheux bien purs. Il est donc inutile 
de les considérer en détail. 
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fait que la multiplication reste presque négligeable. Si de 
pareilles influences s’exercent aussi dans les bronches des 
malades, on congoitl’apparition des quintes et leur persistance 
méme lorsque la pullulation microbienne diminue. 
L’authenticité de. ce microbe comme agent causal de la 
coqueluche résulte certes pour une bonne part des cireconstances 
qui ont présidé & son obtention, — prolifération excessive a 
état pur de ce germe & la période initiale de l’affection, chez 
des enfants tout jeunes, malades pour la premiére fois, qui, 
offraient donc des garanties exceptionnelles, — mais l’argus 
ment principal nous parait étre celui que fournit l’étude des 
propriétés spécifiques du sérum. Le sérum d’individus n’ayant 
pas eu la coqueluche (ou l’ayant eue & une époque trés recu- 
lée), méme a forte dose, n’agglutine nullement le microbe. Le 
sérum des enfants récemment guéris de cette maladie posséde 
un pouvoir agglutinant dont l’énergie est modérée, mais qui est 
constant et manifeste. Ce qui, d’autre part, est tout a fait 
remarquable, c’est l’intensité dans ce sérum du pouvoir sensi- 
bilisateur. Pour le mettre en évidence, nous avons employé 
notre méthode déja ancienne, basée sur la fixation de l’alexines 
On sait en quoi consiste cette méthode, qu’en 1901 * nous 
avons fait connaitre et employée pour la démonstration de 
sensibilisatrices dans beaucoup d’immunsérums, qui a été uti- 
lisée ensuite par de nombreux expérimentateurs, MM. Lesourd, 
Lambotte, M''* Fassin, M. Cohen, et récemment par MM. Was- 
sermann et Bruck ?. L’un de nous avait établi, en 1900° que les 
sensibilisatrices spécifiques, actives soit contre des microbes, 


soit contre des globules, conférent 41’élément qu’elles impres= — 


sionnent Je pouvoir, qu'il ne possédait pas auparavant, d’absor- 
ber l’alexine avec une grande énergie. Si donc on prépare, en 
proportions convenables, un mélange d’alexine (sérum frais 
d’animal neuf), de l’élément considéré et de la sensibilisatrice 
appropriée (immunsérum chauffé au préalable & 56°), l’alexine 
au bout d’un certain temps de contact disparait enti¢rement du 


1. Borner et Gencou, Sur l’existence de sensibitisatrices dans la plupart des 
sérums antimicrobiens. Ces Annales. Voir aussi C. R. 1903 : Les Sensibilisatrices 
actives a l’égard des bacilles tuberculeux. 

2. L’historique publié par MM, Wassermann et Bruck relativement a notre 
méthode, qu’ils ont mise a profit, est remarquablement sommaire. (Deutsche med. 
Wochenschrift, 1906.) 

3. Ces Annales, Borvet, Les Sérums hémolytiques... etc. 
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liquide ambiant. Il en résulte que si l’on introduit ensuite dans 
le mélange des globules sensibilisés (globules qui ont été mélés 
x.du sérum hémolytique approprié, chauffé au préalable & 56, 
et qui, on le sait, sont désormais susceptibles de s’hémolyser 
rapidement dés qu’on les met en présence d’alexine), ceux-ci 
ne présentent aucune trace d’hémolyse. Bien entendu, divers 
mélanges-témoins (dont on trouvera la liste dans nos mémoires 
antérieurs consacrés & cette question) apportent le controle 
indispensable; l'un d’eux notamment montre que les globules, 
ajoutés en dernier lieu, s hémolysent a bref délai, si dans le 
mélange primitif l’alexine et I’élément considéré sont en pré- 
sence non de sérum actif vis-a-vis de ce dernier, mais de sérun: 
(chauffé a 56°) normal, non sensibilisateur. 

Appliquée au microbe ci-dessus décrit et au sérum d’enfants 
récemment guéris de coqueluche, la méthode est extrémement 
démonstrative. Notre premiére expérience porta sur le sérum 
de trois enfants, guéris depuis 145 jours & un mois, et l’on uti- 
lisa comme témoins le sérum de trois personnes normales. 

Chauffés a 56°, ces sérums furent respectivement mélangés, 
a doses variant de 0,4 & 0,3 c. c., &8 0,05 ou a 0,1 c.c. de 
sérum neuf frais (alexine) d’-homme ou de cobaye! et &0.2¢.c¢. 
@émulsion de microbe coquelucheux (culture sur milieu solide 
délayée dans la solution physiologique de NaCl). Quatre 
heures plus tard, les mélanges ayant séjourné a la température 
du.laboratoire, on ajouta & tous les tubes un peu de sang de 
chévre fortement sensibilisé (par deux volumes de sérum de 
lapin immunisé contre le sang de chévre). L’hémolyse se fit en 
quelques minutes dans les tubes contenant les sérums de per- 
-sonnes normales, les globules furent encore intacts les jours 
suivants dans ceux qui renfermaient le sérum coquelucheux. 
La propriété sensibilisatrice de ce dernier s’exerce done avec 
une grande énergie, méme a doses minimes (0,1 c. c.). Il est 
superflu de dire qu’en l'absence de microbes coquelucheux, le 
sérum des enfants guéris laisse l’alexine parfaitement libre; il 
va de soi que Pexpérience comporte les divers témoins néces- 
saires. | 


1, Leexpérience réussitfort bien avec ces deux espéces d’alexine, mais l’ablexine 
de cobaye est en général plus favorable & l’hémolyse et est done particuliére- 
ment recommandable, r 
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Quant au microbe si semblable d celui décrit dans l’influenza, 
il se comporte en présence de-sérum coquelucheux comme en 
présence de sérum normal. 

Vis-a-vis de lui, ces deux sérums ne se distinguent pas. L’ex- 
périence, par conséquent, non seulement montre que ce dernier 
microbe n’a rien de commun avec la coqueluche, mais encore 
peut ¢tre utilisée pour différencier les deux espéces  bacté- 
riennes ' ; 

Les essais ultérieurs confirmérent ces résultats. C’est ainsi 
que nous ¢prouvames les sérums de deux enfants ayant exacte- 
ment le méme age (4 ans) et tous deux convalescents, l’un de 
coqueluche. Kenic (qui n’avait jamais été atteint de cette der- 


niére affection) de fig STEERS consécutive ala rougeole. 


Résultat : le premier sérum (0,2 c. c.) sensibilisa le microbe 
coquelucheux et proyoqua Vabsorption d’alexine (de cobaye) 


au point que les globules sensibilisés, ultérieurement introduits, 


restérent plusieurs jours intacts; l’hémolyse se fit en cing 
minutes dans l’autre mélange, semblablement constitué, sauf 


qu il contenait, au lieu de sérum de coquelucheux, celui du 


second enfant. 

Les données relatives a I’ elologie. de la coqiveluche nous 
paraissant bien établies, nous espérons pouvoir faire connaitre 
prochainement jes résultats de tentatives de sérothérapie ow 
immunisation active. Signalons & ce propos que linjection 4 
Yhomme d’un centimetre cube de culture liquide tuée par le 
chauffage a 62°ne provoque aucun symptome facheux ” 


4, 1] faut noter en outre que le microbe-influenza posséde par lui-méme, sans 
le secours de sensibilisatrice, la propriété d’absorber dans une certaine mesure 
Valexine. Le microbe de la coqueluche, au contraire, nous l’avons dit, n’acquiert 
ce pouvoir que sous l’action du sérum d’enfant guéri. 

2. Le chauffage a 55 suffit pour tuer le microbe. 


{i 


EXPLICATION DE LA PLANCHE XXVIII 


(ve 

Deux préparations, l'une, fig. 1, de microbe coquelucheux en culture de 24 heures 

sur milieu solide au sang - Pautre, fig. 2, de l’exsudat a début de la maladie, 
ou ce microbe végéte a1’ état pur. 

Microscope Leitz. Obj. Immersion homog. 41/12 ocul. Be Grossissement : 1300. 

Coloration au bleu de toluidine phéniqué. : 
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CONTRIBUTION A L’ETUDE 


LIPITHEMIOMA CONTAGIEUY DES OISEAUY 


Par te Dt Er, BURNET 
Avec la Planche XXIX et partie supérieure de Ja Planche XXX. 


(Travail du laboratoire de M. Borrel.) 


L’épithélioma contagieux des oiseaux sollicite depuis: long- 
temps l’attention des pathologistes et des bactériologistes. Mala- 
die contagieuse, elle présente avec les maladies éruptives de 
Vhomme et des animaux, surtout avec la variole, des analogies 
qui lui ont fait donner le nom de variole aviaire; on croyait 
méme au moyen age que les épidémies de variole humaine 
avaient pour origine des épidémies de varioles sur les oiseaux. 
Maladie 4 localisations épithéliales, elle détermine des prolifé- 
rations cellulaires plus massives que les pustules varioliques ou 
vaccinales, de-véritables tumeurs malpighiennes que l’on regarde 
comme un type intermédiaire entre une simple réaction épithé- 
liale et une tumeur épithéliomateuse. De plus, les cellules 
malades renferment des inclusions, analogues a celles que l’on 
observe dans la plupart des maladies éruptives et dans certaines 
tumeurs cancéreuses, que l'on a crues et que nombre d’auteurs 
croient encore de nature parasitaire, mais dont Vinterprétation 
doit étre dominée par ce fait capital : le virus, inconnu, de la 
maladie peut passer a travers les bougies-filtres Berkefeld. 

Cest une excellente maladie d’étude, et par le nombre des 
questions qu'elle souléve, et par les facilités qu’elle présente 
pour les recherches expérimentales au laboratoire. 

Presque tous les auteurs qui se sont occupés des maladies 
éruptives et épithéliales ont cherché des points de comparaison 
dans l'étude de l’épithélioma contagieux des oiseaux. Pour l’his- 
torique, il suffit de marquer les étapes principales. Rivolta, le 
premier, en 1865, décrit les inclusions cellulaires, pareilles & 
celles que Virchow ayait déja étudiées dans le molluscum con- 
tagiosum de Vhomme, en 1865, et les interpréte comme des 


~~ 
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grégarines. Bollinger, dans un mémoire de 1873, insiste sur 
aspect anatomique des lésions et les classe auprés des tumeurs 
épithéliomateuses. Marx et Sticker, en 1902, montrent que le 
liquide provenant du broyage d’une tumeur de poule dans l’eau 
physiologique, filtré sur bougie Berkefeld, est virulent. Julius- 
berg (1904-1905) vérifie le fait pour les tumeurs du pigeon_et 
pour le molluseum humain. Borrel (décembre 1904) observe, 
sur frottis, des amas granuleux décomposés en une multitude 
de microcoques, et émet hypothése de la nature bactérienne 
des inclusions intracellulaires. 

Pour démontrer la vérité de cette hy pothése, il faudrait vile 
tiver le virus sous la forme de ces microcoques : nous n’y 
avons pas encore réussi. Nous avons cherché & en mesurer la’ 
vraisemblance, en reprenant d’une part I’étude physiologique 
et microbiologique du virus, d’autre part l'étude morphologique 
de Vinclusion cellulaire : le rapprochement de ces deux ordres: 
de faits conduit a idée d'un virus intracellulaire de nature bae-. 
térienne. Ce ne sont ici que les premiers résultats d’une étude 
que nous espérons completer. 


Maladie naturelle et maladie expérimentale. 


Dans la nature. laffection sévit, souvent par épidémies, sur 
les oiseaux de basse-cour : poules, pigeons, oies, dindons. 
Presque toujours sur les parties non emplumées de la téte, créte, 
orifice de lVoreille, coins du bec, narines, surtout paupiéres, 
apparaissent une ou plusieurs petites tumeurs, d’abord fines. 
comme une téte d’épingle, rondes et lisses. Elles grossissent, 
atteignent les dimensions d'un grain de chénevis, d'un pois, et 
méme d'une noisette ; la surface se couvre de crottes jaunatres, 
brunatres, souvent sanguinolentes, envahies par des infections. 
banales. Au bout de 3 4a 4 semaines, les tumeurs se flétrissent, 
se desséchent, tombent par squames, s’effacent finalement sans. 
laisser de cicatrice; loiseau peut guérir. Quand I’éruption est 
plus étendue, couvrant méme les régions emplumées, loiseau 
maigrit et succombe fréquemment aux infections secondaires. 
de la peau plus peut-étre qua la maladie spécifique. Ona observé 
de la fievre, de linappétence. L’oiseau peut succomber a des. 
maladies intercurrentes, diphtérie aviaire ou pasteurellose, qui 
frappent un organisme affaibli. 
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La maladie peut s’étendre a,la conjonctive, a la nictitante, 
ala cornée, & la muqueuse interne du bec, du nez, de la langue, 
de la bouche, de la glotte. Dans la bouche, les infections secon- 
daires transforment les tumeurs proprement dites en masses 
pseudo-membraneuses qui empéchent l’oiseau de manger et 
d’avaler. 

Les auteurs ne signalent aucune lésion des organes internes. 
Bollinger parle seulement d’un état d’anémie prononcée. 

L’ensemencement du sang du coeur ne donne aucune cul- 


ture. Sur les coupes, on ne voit pas de bactéries ni d’autres 


parasites & l’intérieur des tumeurs, ni dans les cellules ni entre 
les cellules, Cependant, l’observation des épidémies de basse- 
cour prouve qu'il s’agit d’une maladie infectieuse. 

Les oiseaux qui ont guéri ne prennent plus la maladie. 

Pour l'étude de la maladie expérimentale, nous avons pris 
comme sujet le pigeon. Le virus provenait d’un pigeon saisi & 
Paris, aux Halles centrales. Pour infecter un pigeon sain, il 
suffit de scarifier ou d’excorier légerement les régions sensibles 
et de les frotter soit directement avec une tumeur excisée, soit 
avec des squames détachées par grattage, soit avec le suc de 
ces produits plus ou moins grossitrement broyés dans un peu 
d’eau. Les tumeurs apparaissent aprés 4 ou 5 jours d’incubation. 
Au.cours d’un nombre considérable de passages, pendant plus 
dune année. le virus n’a pas paru s’affaiblir ni se renforcer. 


Si l’on veut obtenir des lésions trés étendues et préparer d’abondantes 
wécoltes de virus, on plume la poitrine depuis la créte du bréchet jusqu’aux 
ailes, depuis la gorge jusqu’au cloaque, et l'on frotte toute cette surface avec 
une dilution du virus, Au point d'implantation de chaque plume se développe 
une tumeur. La plume ne repousse pas; elle reste 4 l'état embryonnaire, 
mais les cellules épithéliales qui en constituent le germe se multiplient et se 
gonflent, et forment un bulbe qui atteint en 415-20 jours la grosseur dun 
grain de riz, Parfois ]a plume pousse & contre-sens, et décrit un trajet obli- 
que, de quelques millimétres, dans l’épiderme et le derme. Parfois, elle 
perce la tumeur, sur le sommet de laquelle apparaissent quelques barbes. 
Pour récolter la plus grande quantité possible de virus, on attache l’oiseau 
sur un plateau, on décolle et on rabat Ja peau des flancs, on énuclée facile- 
ment —et, si l'on veut, stérilement — les bulbes infectés. On peut gratter 
ensuite les squames de la face externe. Squames et bulbes seront conservés 
par Jes divers moyens que nous indiquerons : dessication lente ou rapide, 
Suspension aqueuse ou glyeérinée. Pour obtenir une suspension homogéne 
et fine, on broiera, par écrasement entre fortes lames de verres, — quel que 
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soit le dispositif imaginé, — les bulbes énucléés. Is sont réduits en une boue 

fine qui se répartit bien dans l'eau. 

_ Avec la pointe d’un scalpel chargée de virus, on peut déter- 

miner sur la peau une pustule allongée, semblable & celles que ee 
lon obtient avec la vaccine sur les flancs de la génisse. Comme 
Vont vérifié plusieurs expérimentateurs et contrairement a I’opi- 
nion de Leewenthal, on obtient des pustules cornéennes ana- 
logues aux pustules vaccinales de Guarnieri. La pustule ne 
devient pas toujours visible macroscopiquement. Nous avons 
vu, sur des cornées parfaitement limpides pendant la vie, l’opa- eee. 
cité apparaitre un instant aprés que l’oiseau avait été sacrifié. 
La constatation, au microscope, des inclusions ee 
démontre la réalité des pustules cornéennes. 

D’aprés ces inoculations, le mode d’infection naturelle le plus 
vraisemblable serait le simple contact. Par le frottement, par le 
hecquetage, les croutes, qui sont trés virulentes, transmettraient 
le virus. On détermine une vaste éruption chez un pigeon plumé 
en le frottant directement avec un pigeon malade. Plusieurs fois, 
jai fait cohabiter, méme dans une cage exigué, un pigeon neuf 
plumé, c’est-a-dire offrant la plus vaste surface sensible, et un 
pigeon couvert de tumeurs; le pigeon neuf prend tout au plus 
une ou deux pustules. De méme, j’ai fait cohabiter un pigeon 
neuf, intact, avec un pigeon porteur de fortes lésions des pau- 
piéres, des coins du bec et de la muqueuse buccale ; les oiseaux 
se sont touchés et becquetés; l’oiseau sain n’apris la maladie ni 
sur la téte ni sur le corps, méme aprés plusieurs semaines de 
cohabitation. Le contact est un mode possible dé propagation; 
ce n’est trés probablement pas le mode naturel de contagion. 

Or. la seule inoculation expérimentale qui reproduise exac- 
tement le tableau de la maladie naturelle est l’inoculation intra- 
veineuse. Aprés 5 jours d’incubation, les tumeurs apparaissent 
toujours aux points d’élection : muqueuse buccale, langue, pau- 
piéres, coins du bec. Le virus doit se fixer et cultiver sur les 
points ou l’épiderme est excorié. Si l’on arrache une plume, sur 
ce point naitra une tumeur. Si on plume I’animal, il sera cou- 
vert de tumeurs. Duvirus dans la circulation, un point sensible : ‘ 
telles sont les deux conditions, dont il est facile d’étudier les 


rapports : 
Le méme jour sont inoculés dans Ia veine 8 pigeons, dont 4 ont été plumes 
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respectivement 4, 3, 2 et 1 jours avant l’inoculation; 1 est plumé le jour 
méme; les 3 derniers sont plumés 4, 2 et 3 jours aprés inoculation. Chez 
les 4 premiers, |’éruption est d’autant plus forte que l’oiseau a été plumé & 
une date plus rapprochée du jour de inoculation. Pour les 3 derniers, l’in- 
tensité de la maladie décroit & mesure qu'augmente l’intervalle entre l’inocu- 
lation et l’arrachement des plumes. 


La présence du virus dans le sang et les organes internes 
est certaine : 


Un pigeon est saigné 5 heures aprés l’inoculation intraveineuse ; le jsang 
est aussitot centrifugé en tube paraffiné. L’imoculation du plasma et l’inocu- 
lation du dépot globulaire donnent des tumeurs. 

Le sang pris dans le cceur ou la carotide de pigeons inoculés dans la veine 
est encore virulent 10 et 45 jours aprés l'inoculation, lorsque l’oiseau est en 
pleine maladie. Le foie et la rate, frottés sur un pigeon neuf, donnent 
également des tumeurs. 

Le sang et surtout le foie sont généralement virulents, chez des pigeons 
infectés par large friction sur la peau, 10, 15 et 20 jours aprés l’apparition 
des tumeurs. 


Dans les larges inoculations expérimentales par frictions sur. 
la peau, les points d’élection ne deviennent pas le siége de 
tumeurs, comme dans la maladie naturelle. Il est infiniment 
probable que, dans la nature, le virus pénétre en petite quan- 
tité dans la circulation et vase fixer aux points d’élection. Nous. 
avons reproduit ces conditions par l’ingestion de virus. 


Un pigeon intact est nourri pendant plusieurs jours avec du blé arrosé 
d’une dilution de virus et mélangé de petits corps durs, sable, verre broyé 
fin. 3 semaines aprés apparait sur une paupiére une lésion typique; il 
en vient ensuite sur la’ muqueuse buccale. Leur spécificité est prouvée par 
examen histologique. L’oiseau est sacrifié 44 jours aprés le premier repas, 
17 jours aprés l'apparition de la lésion de la paupiére. Le sang du cceur et 
le foie ont donné sur un autre pigeon de trés nombreuses tumeurs. 

A Vautopsie, on trouve sur l’cesophage, & 4 centimétre 4/2 au-dessus de 
entrée du gésier, une petite lésion spécifique, d’autant plus intéressante & 
noter que tous les auteurs disent n’avoir jamais observé de lésions internes: 
dans la maladie naturelle, 

Un autre pigeon a été infecté par ingestion. Les tumeurs ont apparu 
seulement sur la muqueuse buccale. Elles ont grossi rapidement, Peut-étre 
en est-il résulté l’'immunité des autres régions telles que les paupiéres. 


La maladie naturelle peut donc étre reproduite par ingestion 
de grains imprégnés de virus. La présence de corps durs. 
comme ceux que l'on trouve toujqurs dans le gésier des oiseaux, 
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comme les grains de blé eux-mémes, doit étre favorisante, sinon 
nécessaire. Pendant plus d’un mois, nous avons donné a boire 
i’un pigeon de l’eau chaque jour renouvelée et additionnée de 
virus frais; l’oiseau buvait en trempant son bec ; aucune tumeur 
nest venue. Méme apres scarification artificielle de la langue et 
des coins du bec, il n’ya eu aucune lésion & observer. 

Ces expériences rendent inutiles Vhypothése d’un  héte 
intermédiaire, mouches, poux et autres parasites (hypothése de 
Mégnin et de Manganazzi). Sanfelice pense que le virus peut 
pénétrer par la peau intacte; rien ne le prouve. De nouvelles 
expériences sont nécessaires pour déterminer le mode d’infection 
dans la nature. Jusqu ‘ici, c’est seulement par ingestion que l’on 

a pu le reproduire. 


Etude du virus. Résistance. Filtration. 


Le virus existe dans l’épiderme en quantité extraordinaire. 
Une suspension légére, & peine opalescente, donne encore la 
maladie aprés qu’on l’a diluée 2,000 fois. 

En suspension dans l'eau physiologique ou dans eau du 
robinet, au bain-marie, dans des ampoules scellées, & 60°, le 
virus du broyage fin est tué au hout de 8 minutes, alors que le 
virus des bulbes et squames est encore vivant aprés 1 h. 1/2. 
A 56°, le virus du broyage fin ne résiste pas plus d’une 1/2 h. 
A létuve 4 37°, en suspension dans l’eau, nous Vavons trouvé 
inactif aprés 8 jours, actif aprés 3 jours; aprés 30 jours a 22°, 
actif; aprés 6 jours & 25°, actif. Mais un fragment de bulbe 
enfoncé dans de la gélose a encore donné la maladie aprés 
14 jours & 38°. 

Le virus que Marx et Sticker ont trouvé actif aprés 3 heures a 60° ne 
pouvait étre broyé trés fin. Les mémes auteurs ont trouvé actif, aprés 1 heure 
a 100°, des tumeurs desséchées et renfermées dans des ampoules privées: 
d’air. Des squames exposées 4 ia lumiére derriére une vitre, dans une boite 
Petri, étaient encore virulentes aprés 2 mois. Selon Reischauer, le virus: 
résiste & la chaleur séche, 15-30 minutes 4 800; a la chaleur humide, 
5 minutes 4 100° (méme remarque que ci-dessus). Il résiste 4 2-3 heures 
d’insolation, et, selon Leewenthal, aux émations du radium pendant 5 h. 4/2: 

Une émulsion de crovtes dans de l’eau phéniquée a 1 0/0 était virulente 
aprés 1 heure 4/2; avec de l’eau phéniquée a 2 et 2 1/2 0/0, elle ne Pétait plus 
(Marx et Sticker). Le virus est tué en 5 minutes par la potasse 4 1 0/0, 
Vacide acétique a 1 0/0, l’acide phénique a 1 0/0, le sublimé a 1 0/00 
(Reischauer). 
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La dessiccation est un bon,moyen de conseryation. fl] faut 
encore distinguer entre le broyage fin et les fragments de tissu, 
entre la dessiccation lente 4 l’air ou brusque sous da cloche 
avec acide sulfurique. 


Du broyage fin est étalé sur lames de verre, et desséché lentement a lair; 
les lames sont gardées A l’armoire, enveloppées dans du papier. Virulence 
eonservée aprés 1, 1 1/2, 31/2, 7 mois, 10 mois, 13 mois, 15 mois. 

Des squames desséchées dans le vide sur SO‘H? étaient virulentes apres 
42 mois. 


Le virus se.conserve dans les conditions naturelles, comme 
le prouye le fait rapporté par Bollinger : aprés une épidémie, 
on désinfecta le poulailler, et on se débarrassa des poules; il-n’y 


en eut pas pendant I’hiver. Au printemps suivant, de nouvelles | 


poules furent installées dans un poulailler neuf construit a 
distance du premier ; : la maladie reparut. 

Une suspension de virus dans de l’eau ordinaire, conservée 
dans une glaciére ou la température ne descend pas au- dessous 
de 6°, est encore virulente aprés 60 jours. 

L’action de la glycérine est particuliérement intéressante a 
fixer pour un virus que beaucoup d’analogies rapprochent du 
virus vaccinal, 


Une suspension de broyage fin est additionnée d’un égal volume de glycé- 
rine pure 4300. Aprés 60 jours, il pousse trés peu d impuretés sur une plaque 
de gélose ensemencée avec une anse, et; sur une série de tubes de bouillon, 
ily ena qui restent stériles; la plupart cependant donnent une culture tar- 
dive. La dilution glycérinée s'est montrée active aprés 120 jours. 


Il est & peine besoin de rapprocher de ces faits ceux que l'on 
a signalés pour le virus vaccinal et le virus rabique. Il s agit 
en somme d’un virus résistant; résistant comme des spores 
bactériennes, dit Reischauer : mais on a vu que ses données 
comportent une cause d’erreur. ; 

Ces faits ne sont pas en. faveur d'un virus animal & classer 
dans les Protozoaires. 

Filtration. — On connait la premitre expérience de Marx et 
Sticker : le filtrat, sur bougie Berkefeld, de virus de poule broyé 
dans un mortier et dilué dans de l'eau physiologique a repro- 
duitla maladie avec une incubationun peu prolongée (8-10 jours). 
Juliusberg arépété Pexpérience avec le virus du pigeon : l’incu> 
bation a été de 14 jours, soit trois fois le temps normal. Le 


fied dor SV eS aS 
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virus de la poule ne passe pas sur la bougie Chamberland F 
(Marx et Sticker), tandis que le virus du molluscum humain 
passerait (Juliusberg). 

La filtration n’est ps une opération simple. On ne se ¢on- 
tente plus de savoir qu'un virus traverse la bougie Berkefeld ; 
les bougies Berkefeld ne sont pas toutes identiques. On exige 
des données précises sur la nature de la bougie, le: mode de 
stérilisation, la durée de la filtration, les conditions de tempé- 
rature et de pression, la présence d'un microbe test '. 


Nous avons employé : 1° des bougies Berkefeld ; 20 des bougies Chamber- 
land F; 30 une série de bougies en porcelaine, construites spécialement 
pour expériences de laboratoire et mises obligeamment a notre disposition 
par M. Chamberland, plus perméables que la bougie F, et graduées d’aprés 
leur débit en eau dans des conditions déterminées. Ces trois espéces de filtres 
forment une échelle de perméabilité qui permet des expériences comparatives 
et en quelque sorte des mesures qu'une filtration uniforme ne peut fournir. 
Borrel a employé le premier une échelle semblable dans ses expériences sur 
la filtration du virus claveleux, 

Sur la bougie de porcelaine, la filtration a été faite extemporanément, 
sous pression exercée au moyen d'une poire de caoutchouc. Avec les bougies 
Berkefeld, la filtration était faite par aspiration (l’aiguille du manométre 
marquant 60-65). Les premiéres expériences, destinées 4 fournir du virus 
pur, ont été faites sans- test ; nous avons employé ensuite, comme test, soit 
un bacille fluorescent, soit un vibrion cholérique, soit le choléra des poules, 
soit un mélange de ces deux derniéres bactéries (cultures de 24 heures, 
en bouillon). Les résultats étaient les mémes avec l’eau du robinet et l’eau 
physiologique. Le-virus était une suspension trés diluée de broyage aussi 
fin que possible. Les filtrats étaient inoculés 4 la méme dose, ‘soit 1 ¢.c, 
sur les deux,flancs d’un pigeon. _- 


La bougie Chamberland F n'a laissé passer ni le virus ni 
les tests. 

Bougies Berkefeld. — Les premitres filtrations, destinées a 
fournir du virus pur, ont été faites sans test. En général, les 
filtrats, abandonnés A eux-mémes, se troublaient a la longue, 
on y trouvait des cocci et des bacilles indéterminés ; 2 bougies 
ont laissé passer le virus en quantité notable, car le filtrat, 
conservé & 22°, était encore actif aprés un mois. 

Sur une méme bougie est filtré du virus préalablement filtré 
sur papier; aprds chaque filtration, la bougie a été usée, ce qui 


4. La question a été bien exposée par Remlinger dans | un travail récent, Ball. 
de l'Institut Pasteur, t. IV, p. 137. 
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réalise trois degrés de perméabilité. 3 filtrations : dans aucune, 


le virus n’a passé. 

Méme expérience avec une bougie neuve: 4 filtrations 
aprés grattage. La méme quantité de liquide passait de plus 
en plus vite. Les 4 filtrats ont été inactifs. 

Bougies neuves, stérilisées a lautoclave 8 jours avant la 
filtration : 


Durée de 


Bougies. Virus épith. la filtration. Vibrion chol. Ch. poules. 
4 — yk — _ 
2 — 2 —_ — 
3 _ 44/2 — _ 
4 — 3” _ oo 
Aprés nouvelle { 4 + 
stérilisation. 2 + 
De nouveau ut _ — 
(dilution 439°.) } 2 _— —_ 
De nouveau 3 — — 
(dilution 4 0°.) 4 + a 


Les bougies Chamberland spéciales désignées par des lettres, 
formaient, d’aprés leur ven en eau dans des conditions égales, 
l’échelle suivante : 

OM BOS hy Pe aa Ee eee 
325 523 525 800 475 475 475 475 430 450 425 300 4125. 


Avec pression, Sans pression (durée 10’) 


Exp. 1. — Sur bougies C 
Pas de test. G — _— 
K aoe aN 
Sous pression a passé un bacille fin qui n’a pas passé sans 
pression. 
Exp, II. ~ Répétition de la précédente; mémes résultats. 
Exp. III-V. 
D _— H+ (trés pauvre.) A + 
B -- G — B+ 
GC _ GQ + 
F + = 
A on E+ 
K RE BF te 
: H 
: Partout a passé un coccobacille cilié. 
: Exp. VI. 
wh hi, Virus épith. Fluorese: Vibrion chol. Chol. des poules. 
a ss +38 
, Ee : + > 
3 Ge pate 3 
: G = 
H+ 


aa eee i Se hl ee 
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et 
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Exp. VII. — Bougies non régénérées. 
> . 

Virus épith. Fluoresc. Vibrion chol. Chol. des poules. 
A = + 
D + (trés pauvre.) + 
E + id. Ete 
G aa pet 
ee + 
ire + 

Exp. VIII. — Bougies régénérées séches. 

Virusépith. Fluorese. Vibrion chol. Chol. des poules. 
A = + 
G —_ = ee, 
€ + (trés pauvre.) =e 

Exp. IX. — Bougies stéril. a l’autoclave humides. 

Virus épith. Fluoresc. Vibrion chol. Chol. des poules. 
C + a= 
G a _ 

Mémes bougies séches, stérilisées au four. 
Co = + 
G — as, 
Mémes bougies, stérilisées & lautoclave. 

Cc + zo 
res =3 as 
Exp. X. — Bougies séches. Sans pression. Durée 40’. 

Virus épith. Fluoresc. -Vibrion chol. Chol. des poules 
E = ar . 
aoe + 
H _ = 
Exp. XI. — Bougies neuves. Autoclave 2 jours avant. 

Virus épith. Fluoresc. Vibrion chol. Chol. des poules 
M + = 
x == alg 
4 + Ge 
Z + ab 

Dilution portée a 39°. 
Z os 
M == 
Dilution a 0° 
Z -- a 
M _ =e 
2% a 
¥ = . 
Exp. XII. — Filtration extemporanée. Autoclave 8 jours avant. 

Virus épith. Fluorese Vibrion chol. Chol. des poules 
D =. + = 
B _ + =p 
G a sas = 
ES + + 


ie 


pete Pha 
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Ces faits sont intéressants dans leurs irrégularités mémes. 
: , ney PP 
Le virus est bien un virus filtrant, mais il s’en faut qu'il filtre 
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toujours, dans les conditions. moyennes admises pour ces expé 
riences. Il se comporte & peu prés comme le virus claveleux 
dans les expériences de Borrel. Les bougies cotées 475 mar- 
quent la limite de la filtrabilité constante ; ces bougies sont plus 
perméables que les Berkefeld. Elles sont aussi de structure plus 
homogéne. Il est vraisemblable qu'une bougie Berkefeld peut 
étre décomposée parl’imagination en plusieurs surfaces filtrantes 
d’inégale porosité ; il suffit d’un pertuis en un point pour faire 
croire & une bougie trés poreuse ou & un microbe trés facile a 
filtrer. Seules les bougies de porcelaine offrent des garanties 
d@uniformité. Cependant les résultats donnés par une méme 
bougie sont loin d’étre constants, ce qui doit tenir aux conditions 
dans lesquelles se présente le virus. 

Dans les filtrations sans test surajouté, le test s introduisait 
de lui-méme avec!’eau du robinet. Trés souvent il poussait dans 
le filtrat des cocci, des bactéries ciliées ou non ciliées, plus 
trapues que les vibrions des eaux signalés par Borrel dans ses 
filtrats de virus claveleux. 

Le virus de |’épithélioma contagieux n’est pas nécessaire- 
ment dune finesse extréme : il est exceptionnel qu’il filtre sans 
que filtrent en méme temps le vibrion cholérique, qui est 
mobile, ou la bactérie du choléra des poules, qui est immobile. 
Il n’y a aucune raison qui oblige & admettre un « microbe 
invisible ». Il peut étre au moins de Vordre de grandeur du 
microbe de la péripneumonie. Il est trés probablement immo- 
bile : il filtre avec moins de fréquence et d’abondance que le 
vibrion cholérique. La filtration a paru empéchée & basse 
température (Exp. x1) : cette action empéchante peut s exercer 
soit sur le microbe lui-méme, soit sur les vibrions ciliés, qui, 
dans d’autres expériences, ont paru activer le passage, comme 
par une action d’entrainement. 

Il doit exister une cause principale qui rend la filtration 
difficile, Nos dilutions, tres étendues d'eau, n’étaient certes pas 
de consistance albumineuse. Le virus est retenu, soit parce 
que, malgré la finesse du broyage, il adhére & des particules de 
tissu plus grosses et capable de colmater plus vite les bougies, 
soit parce que les unités microbiennes s’accolent et s’ag gelutinent 
grace a quelque substance zoogléique qui fayorise ladhérence 
ou empéche'la dissociation. 
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Les inclusions cellulaires depuis si longtemps décrites comme 
parasites, et spécialement comme des coccidies, ne passent 
évidemment pas a travers les filtres. Les partisans de la théorie 
coccidienne durent se rabattre sur l’hypothése de formes parasi- 
taires — stades du cycle évolutif d’un protozoaire — assez petites 
pour étre filtrables. L’exemple du Micromonas mesnili de Borrel, 
les formes de culture du Zrypanosoma lewisi (Novy et Mac Neal) 
montrent qu’il y a des protozoaires qui filtrent et sont méme 
plus petits que nombre de bactéries qui traversent la bougie 
Berkefeld. Mais de telles formes n’ont pu étre mises en évi- 
dence, jusqu’ici, dans |’épithélioma contagieux des oiseaux. La 
filtration ne prouve pas encore l’existence d’un virus bactérien 
analogue a celui de la péripneumonie. Elle rend trés improbable 
la théorie coccidienne. 


Immunité. 


Lowenthal a observé des pigeons doués de limmunité 
naturelle : nous n’en avons pas rencontré. Mais tous les 
pigeons ne sont pas également sensibles. Certains sont plus 
facilement et plus solidement immunisés : tels des pigeons & 
grosses narines et a grosses paupiéres bosselées que nous avons 
eus entre les mains. 

Les pigeons qui ont guéri de la maladie spontanée ou expé- 
rimentale possédent une immunité trés forte, mais, selon 
Leeventhal, de courte durée : aprés deux mois ils redeviendraient 
sensibles. Jamais nous n’avons observé une aussi prompte 
cessation de ’immunité. Nombre de pigeons guéris depuis 4 et 
5 mois se sont montrés insensibles a la réinoculation. 

L’immunité comporte des degrés. Aprés une éruption trés 
étendue, elle est forte et de longue durée. Aprés des accidents 
circonscrits et bénins, elle est partielle et peut étre plus bréve 
la réinoculation produit alors une maladie bénigne et de durée 
abrégée. Chez un oiseau partiellement immunisé, on voit, toutes 
choses égales, guérir en 3 jours une éruption qui, chez le témoin, 
dure trois ou quatre semaines. La sensibilité peut étre revenue 
aprés 1 mois 1/2. 

Il est facile de déterminer le début de immunilé, en réino- 
culant des pigeons & intervalles variables. La premiére inocu- 
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lation doit étre la méme pour.tous : on la réalise en pratiquant 
sur la peau une strie d’inoculation de longueur donnée. 


Pigeon 4 réinoculé aprés 5 jours, Eruption équivalente a celle des témoins, 


— 2 — — 8 — _ JLévolution de la maladie est déia 
abrégée; la surface de réinoculation 
présente un aspect plus inflamma- 
toire. 

— 3 — — 12 — Début d’éruption, guérison en 5-6 jours. 

— 4 14 Légére tuméfaction de la racine des 
plumes; pas d’éruption vraie,. 

—._5 _ — 20 — La maladie avorte. 


Lowenthal, ayant inoculé des pigeons « sur la poitrine », 
puis excisé aprés des temps variables les tumeurs produites et 
fait la réinoculation sur les paupiéres, observe que cette réino- 
culation est toujours positive, méme aprés un délai tel que les 
tumeurs de la poitrine se sont complétement exfoliées. Ce n'est 
pas, dit-il, indice d’une immunité seulement locale; mais la 
maladie provoquée sur la peau de la poitrine ne suffit pas a 
assurer l’immunité. D’aprés nos expériences, ces faits ne sont 
vraisemblables qu’aprés une inoculation trés circonscrite de la 
poitrine. D’autre part, ajoute le méme auteur, aprs inocula- 
tion, puis guérison des paupiéres de l'un des yeux, la paupiére 
de l’autre cété a limmunité. Nous le croyons d’autant plus que 
Vinoculation cornéenne conférait & nos pigeons limmunité de 
toute la surface cutanée, méme lorsqu elle n’avait pas produit de 
pustule visible & Vceil nu. Plusieurs pigeons inoculés sur la 
cornée ont eu immunité complete aprés 17 et 19 jours. 

Le virus tué parla chaleur n’immunise pas, qu’il soit donné 
sur la peau ou dans les veines, et si abondantes que soient les 
inoculations. Seul le virus vivant confére ’immunité. 

Le sérum de pigeon guéri et le sérum de poule hyper- 
immunisée paraissent posséder un trés faible pouvoir préventif, 
mais aucune action bactéricide. 


Plusieurs poules ont regu, de 8 en 8 jours, sous la peau des flancs, des 
doses de 10 ou 20 c. c. @une suspension assez dense de virus finement 
broyé. Elles ont été saignées dans la carotide 1 mois 4/2 aprés la premiere 
injection. 

Une dilution de virus est additionnée d'un égal volume de sérum de 
pigeon et de sérum de poule immunisés, chauffé et non chauffé; laissé en 
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contact 4 jour et 3 jours. Le mélange a donné une éruption équivalente a 
celle des témoins. 


On inocule & des pigeons neuts, dans la veine, & 8 reprises, & la dose 
de 1 ¢. ¢., a intervalles de 4 jours, du sérum de pigeon et de poule 
immunisés. Inoculation virulente, sur la peau, 9 jours aprés la premiére 
inoculation de sérum, La maladie débute avec un retard de 3 ou ‘4 jours 
et parait d’abord atténuée ; puis elle reprend un développement normal, 

2 pigeons recoiyent dans la veine 2 c. c, de sérum d’une poule fortement 
immunisée. Inoculation virulente sur la peau 1 heure et 24 heures aprés, 
La maladie est sensiblement moindre que chez un témoin. 

Ces résultats rappellent les propriétés préventives et curatives 
trés peu prononcées que posséde, selon Béclére, Chambon et 
Ménard, le sérum des veaux vaccinés en pleine éruption et 
des veaux guéris. L’immunité dans l’épithélioma contagieux 
des pigeons rappelle de trés prés ’immunité vaccinale; elle ne 
définit pas davantage la nature du virus. 


Histologie. Inclusions intracellulatres. 


Les coupes ont été préparées comparativement avec plusieurs 
techniques : sublimé; hématéine éosine; formol-acide picrique; 
imprégnation 4 argent selon le procédé Bertarelli-Levaditi ; 
surtout avec la technique de Borrel : fixation au Flemming- 
chlorure de platine, coloration au rouge de Magenta {et picro- 
indigo-carmin. Avec ces diverses fixations, les inclusions cellu- 
laires, qui sont le gros point a discuter, se présentent avec la 
méme forme. 

Soit une coupe pratiquée dans une lésion adulte prise sur 
une région non pourvue de plumes. (PI. xxix, fig. A) On observe: 
1° un épaississement de I’épiderme par multiplication des 
cellules; il se forme des bourgeons épithéliaux qui s’enfoncent 
dans l’épaisseur du tissu conjonctif; 2° un accroissement de 
volume des cellules; le diamétre va croissant avec la maturité 
de la Iésion; il devient triple et quadruple de ce qu'il est a 
Pétat normal; 3° il y a vacuolisation et dégénérescence des 
cellules; elles s’appauvrissent en protoplasma, elles apparaissent 
comme des sacs vides ow sont logés Vinclusion et le noyau. 
Les ponts intercellulaires ont disparu. Le noyau subsiste plus 
longtemps. Il peut disparaitre finalement, et il n’y a plus de 
cellule. 

Il y a donc un type de cellule épithéliomateuse; il est 
caractérisé par le volume, la vacuolisation, et surtout par 
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lmclusion, sphérique ou ‘ovalaire, brunatre surtout aprés 
fixation au Flemming. Trés réfringente et granuleuse quand on 
examine a l'état frais quelques cellules écrasées entre lame et 
lamelle, elle est, aprés fixation et coloration, massive et opaque. 
Sur les coupes, les cellules qui forment la couche la plus 
superficielle de l’épiderme ne montrent plus quun contour 
épaissi, enveloppant la substance de l’inclusion. 

Outre le noyau et l’inclusion, il y a lieu de signaler, dans la 
cellule épithéliomateuse, des granulations qui prennent la 
méme coloration que le noyau et sur laquelle nous aurons a 
revenir. Des granulations homologues ont été décrites par 
Borrel sur des coupes de Iésions vaccinales colorées par la 
méme technique. 

Dans les régions & plumes, la plume participe a la maladie; 
elle apparait sur la coupe comme un tube plein formé de 
cylindres concentriques correspondants aux diverses assises 
cellulaires. Toutes ces cellules ont laspect spécifique et 
renferment des inclusions. (Pl. xxx, fig. C.) 

En général on nobserve pas, au centre des pustules 
cutanées, lafonte cellulaire massive qui caractérise les pustules 
varioliques. Cependant, dans la tumeur de la paupiére d'un 
pigeon infecté par ingestion, la dégénérescence vacuolaire, au 
centre de quelques bourgeons, a fait disparaitre des groupes 
de cellules : on voit des lacunes soit complétement vides, 
soit remplies d'une masse uniformément granuleuse,  striée 
de traits qui représentent des restes de membranes cellu- 
laires ou de la fibrine. 

Le tissu conjonctif sous-jacent est le sitge dune réaction 
inflammatoire moins marquée chez le pigeon que chez la poule 
inoculée avec le virus du pigeon ; plus marquée, chez le pigeon, 
dans le cas d’éruption bénigne, atténuée ou abortive, que dans 
le cas d’éruption intense et delongue durée. On ne voit jamais 
d'inclusion dans aucune cellule conjonctive. Michaelis a signalé 
des débris de leur substance dans les vaisseaux sanguins et 
dans le tissu cellulaire sous-cutané, au moment de la guérison; 
ce serait un processus de résorption. 

Les pustules cornéennes offrent de belles cellules carac- 
téristiques. L’inclusion y est plus claire, moins chargé de 
graisse; l’aspect muriforme est plus net. Dans les lésions 
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déja avancées, inclusion et noyau sont comme rompus, 
disloqués, pulvérisés, et leurs débris accumulés au hasard 
remplissent la cellule. L’image n’éveille l'idée d’aucune forme 
organisée. (Pl. xxix, fig. 6.) 

Partout ot se trouvent les inclusions, il y a du virus. 
L’hypothése de la nature parasitaire des inclusions est tres 
antérieure & hypothése de leur nature coccidienne. Virchow 
la émise dés 1865 & proposdu molluscum humain. Il croit quil 
y a dans les inclusions autre chose que de la graisse; il sait 
qu elles sont virulentes; il se demande si cesont des parasites, 
mais il n’y voit aucun indice d’un développement vital. Elles 
sont virulentes; mais n’ino¢ule-t-on pas autre chose en méme 
temps qu elles ? Tout pesé, il croit quelles sont le « support » 
du contage. [1 n'y a pas lieu, ajoute-t-il, d’incriminer une 
substance intercellulaire. comme on pourrait le faire dans le 
cas ou la Iésion donne un sue laiteux: ici, la lésion est séche. 
Enfin, il n’y a guére lieu de penser que la cellule épidermique 
par elle-méme soit l’agent de la maladie : desséchée, atrophiée, 
sans noyau, c’est plutét une cellule cadavérique. 

Il est intéressant d’étudier, avec cette idée que le virus est 
attaché 4 linclusion, des coupes en série, prélevées de jour en 
jour sur une lésion épidermique. Alors que Vincubation de .la 
maladie en tant qu éruption macroscopique est de 4 ou 5 jours, 
dés le premier jour on observe des phénoménes ot lasubstance 
de l’inclusion parait jouer un role actif. 

Dés le premier jour, au-dessus du derme épaissi et infiltré, 
parmi les cellules de l’épiderme éraillé par inoculation, on 
voit de petites boules qui ont exactement l’aspect de la 
substance des inclusions. et qu'on ne trouve sur un aucun point 
d’épiderme non inoculé. Elles essaiment et fusent latéralement 

le long des cellules de la couche cornée, qui paraissent occupées 
déja par de minuscules inclusions. Puis elles pénétrent dans la 
profondeur, les leucocytes appelés par Vinflammation aidant 
sans doute & leur transport; on en voit dans des cellules de la 
couche de Malpighi. Dés le troisiéme jour, Ja pustule est 
indiquée : multiplication et gonflement des cellules avec 
inclusions. Tout se passe comme s'il y avait, sous la forme 
d'inclusions, culture sus et intraépidermique du virus. Ce quwil 
y a de remarquable, c'est que cette substance d’inclusions 
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s’accroit et se répand avant l’organisation de la pustule propre- 
ment dite; elle parait étre plutét une cause qu'un effet, et elle 
est spécifique de la maladie. Le probléme principal qui se pose 
est donc bien celui de la nature de ces inclusions et de leur 
rapport avec le virus inconnu. Il est d’un intérét général, 
puisqu’il y a des inclusions analogues dans tout un groupe de 
maladies 4 virus inconnu : variole, vaccine, clavelée, scarlatine, 
rougeole, peste bovine, peste aviaire, fiévre aphteuse, rage 
(corps de Negri), maladie de Darier, et nombre de tumeurs 
cancéreuses. 

Trois hypothéses sont possibles : les inclusions sont les 
parasites ; — elles sont des produits de sécrétion ou de dégéné- 
rescence cellulaire formés sous l’action du virus inconnu ; 
— linclusion renferme, enveloppé dans une substance de 
sécrétion ou de désintégration cellulaire, un microbe dont la 
forme s’accorde avec les faits acquis sur l’abondance et la fil- 
trabilité du virus. 

Cette derniére hypothése est & peu prés celle que Volpino 
a émise pour la rage: le corps de Negri aurait la valeur d'un 
involucre renfermant les granulations basophiles qui sont les 
parasites. 

A l'état frais, on ne voit que des amas granuleux réfringents, 
sans mobilité. L’examen sur coupes a l’inconvénient de porter 
sur des corps modifiés par la fixation; lapplication de réactifs 
variés a donné cependant des renseignements utiles. 


Michaelis insiste sur une double réaction obtenue aprés fixation par la 
formaline : 1° réaction de la graisse : les inclusions se colorent en rouge 
par le « Scharlach R », en noir parlacide osmique; 2° réaction de mordan- 
gage: les coupes sont traitées par le bichromate de potasse, par l’acétate 
de cuivre, par ’hématoxyline; différenciation avec ferricyanure de K 
additionné de carbonate de lithine; dans la couche de Malpighi, seules les 
inclusions apparaissent colorées en bleu noir. 

Kes prennent indifféremment les colorants basiques et acides et ne 
prennent pas le Gram; liode leur donne une teinte jaunatre qui n’a rien de 
typique ; pas de métachromasie avec les couleurs appropriées. 

Michaelis conclut que les inclusions sont de nature mixte; elles renfer- 


ment de la graisse et des albuminoides ; traitées 24 heures par l’aleool, elles 


ne donnent plus la réaction de la graisse. Sur coupes a la paraffine, elles ne 
donnent que la réaction de mordangage, laquelle n’est jamais donnée par 
un tissu sain, Sur la nature. parasitaire, Michaelis ne se prononce pas, Il 
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remarque que des parasistes végétaux authentiques, comme |’actinomyces, 
prennent la réaction de la graisse. 

Apolant confirme la coloration par le « Scharlach R »et l’acide osmique. 
Il note qu’au début les inclusions ne renferment pas encore de graisse. Puis 
la graisse apparait dans les petites sphérules dont la fusion produit inclusion 
adulte. L'inclusion est un produit de dégénération cellulaire, mais il y en 
a2 espéces, qui correspondent : lune a la dégénération du noyauet du 
nucléole, autre & une dégénération du protoplasma, Apolanta employéune 
modification de la coloration de Pappenheim-Unna, au vert de méthyle~ 
pyronine. Ila employé aussi la fixation Hermann suivie de l’action de l’acide 
pyrogallique. 

Les deux espéces de corps signalées par Apolant se retrouvent parmi les 
trop nombreuses formes étudiées par Reischauer, qui n’a pas simplifié la 
question. Il a compliquée avec Je dessein de trouver des formes assez fines 
pour traverser les filtres : il les trouve dans le tissu conjonctif, dans le tissu 
cartilagineux de la paupiére, dans les vaisseaux, dans la lymphe. Il incline a 
admettre de petites formes coccidiennes ; ses figures n’entrainent pas la 
conyiction. Il note juste titre une différence de taille considérable entre les 
inclusions vaccinales dans la cornée et les inclusions dans |’épithélioma des 
oiseaux. L’énormilé de ces derniéres lui parait étre une objection a l’hypo- 
thése d'une simple dégénérescence, surtout dans la maladie du pigeon. 


Pour éviter les altérations produites par les fixateurs, il faut 
avoir recours aux préparations de cellules isolées, telles que 
Borrel ena fait pour la clavel&ée, et telle qu’ Ewing les a obtenues, 
pour la vaccine, avec la cornée du lapin et du rat. 


Les cellules sont décalquées par simple impression de la lame de verre 
sur la cornée malade (Alaatschpreparate ou préparations par impression). 
Avecla cornée de nos pigeons, on réussit trésdifficilement ces préparations; 
on n’obtientsur une lame que de rares cellules intactes. Les résultats ne sont 
pas meilleurs lorsqu’on prend, au lieu de Ja cornée, la surface d’excision 
d’une humeur enlevée avec un trés bon rasoir. 

‘Ce sont les frottis qui, de beaucoup, nous ont donné les meilleures 
cellules isolées. 

On sait qu’Ewing renonce & interpréter comme des parasites les inclu- 
sions des cellules vyaccinales. Ces formes ramassées, entourées d'une zone 
claire,qu’on observe sur les coupes, sont des produits de fixation. Sur cellules 
isolées, fixées a l’alcool absolu et colorées par le procédé de Romanowsky, 
les inclusions apparaissent comme des formations réticulées, chargées de 
matiére chromatique, en rapport manifeste avec le noyau au début de leur 
éyolution. Le protoplasma de la cellule est souvent-parsemé de fins granules. 
Ewing interpréte les inclusions 4 la lumiére des idées de RK. Hertwig sur les 
chromidies ; il admet une diffusion de protéides nucléaires le long des 
travées chromatiques du protoplasma; il y aurait en jeu des phénoméne- 
nucléaires et des phénoménes cytoplasmiques. En tenant compte des diffé- 
rences de technique, c’est 4 la théorie d’Apolant que celle d’ Ewing ressemble 
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le plus. Ewing ne croit d’ailleurs pas avoir résolu le probleme; les belles 
figures qu’il a obtenues ne l’autorisent pas a exclure un agent microbien — 
bactérie ou protozoaire — qui serait pris dans Tes mailles de lVinclusion 
comme dans un filet. 

Dans les cellules de | épithélioma contagieux, colorées par 
le liquide de Giemsa, le noyau parait intact. Pas d’inclusion mas- 
sive. Au lieu de l’inclusion épaisse des cellules sur coupes, une 
région de coloration plus rose ou plus violacée, semée de gra 
nulations de diverses tailles, bien distinctes, assemblées en un 
essaim & contour irrégulier, indéfini. Ces figures rappellent 
certaines figures d’Ewing, moins les filaments du réticulum. Elles 
représentent des chromidies. Rien qui parle en faveur d'une 
bactérie ou d'un protozoaire. 

Borrel a eu Vidée de traiter ces frottis par la méthode de 
Loffler (fuchsine phéniquée aprés mordancage par une encre 
au tannin). Les préparations obtenues sont des plus intéres- 
santes : 

« Ces préparations montrent des amas granuleux qui se 
décomposent en une quantité d’éléments trés ténus, micrococ- 
ciques, isolés, en diplocoques, en chainettes,en staphylocoques. 
On voit autour de chaque élément, trés coloré et trés bien défini, 
une sorte d’enveloppe muqueuse. La ressemblance avec des 
éléments microbiens est frappante; leur aspect trés régulier 
et les-dimensions trés égales des corpuscules ne sont pas en 
faveur d'un précipité queleonque. Ces corpuscules dérivent-ils 
des inclusions intracellulaires? Il est difficile de le savoir. » 

Si l'on compare des frottis obtenus avec une méme tumeur 
et colorés les uns au Giemsa, les autres au Liffler, il est 
manifeste que les inclusions et les amas micrococciques appar- 
tiennent aux mémes cellules. 

Ces faits imposent ’hypothése de microbes petits, non colo- 
rés par le Giemsa et les teintures ordinaires, colorés par la 
méthode de Léffler, intracellulaires, non ciliés, non mobiles; 
beaucoup plus ténus que les streptocoques ou staphylocoques 
de la peau. Si l’on tient compte du grossissement apparent que 
leur donnent le mordangage et la fuchsine, on peut dire quwils 
sont a peu prés de Vordre de grandeur des microbes de la péri- 
pneumonie. Ils sont plus petits que nombre de bactéries qui ont 
iraversé les bougies dans nos expériences de filtration. On n’en 
trouve pas dans les leucocytes. - 
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On ne peut s’empécher d’établir un rapport entre la capsule 
légére qui entoure les grains et la matitre grasse qui imprégne 
les inclusions. A l’hypothése d’un microcoque s'ajoute celle 

>) 4 x s A . . 
d'une zooglée & laquelle serait dui laspect de Vinclusion sur les 
coupes. Au lieu de microcoques, il y aurait lieu de parler 
d’ascocoques. 


Frottis d'une tumeur. A droite, bactéries banales; staphylocoque, diplocoques ; 
a gauche, éléments des amas granuleux décrits par Borrel. Coloration 
par la méthode de Léffler. Grossissement : environ 3,000. 


Le nombre, énorme de ces microcoques s’accorde avec 
Vabondance extraordinaire du virus. Leur immobilité, la gaine 
qui les enveloppe expliquent qu ils filtrent avec quelque diffi- 
culté. Le contenu bactérien des inclusions rend compte de la 
résistance du virus. On s’explique que la résistance du microbe 
dans des squames ow il n’est pas dissocié soit beaucoup plus 
grande que celle des unités isolées par un broyage aussi parfait 
que possible. 


En somme, les formes que l’on observe a J’intérieur des 
cellules malades se raménent a trois types: noyau, chromidie et 
inclusion ; les trois types.sont visibles dans les cellules des 
coupes fixées au Flemming, et colorées par le rouge de Magenta 
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et le picro-indigo-carmin : le ndyau, plus ou moins intact; — 
Vinclusion, massive; —et des granulations chromatiques extra- 
nucléaires. 

Dans les cellules isolées colorées au Giemsa on ne voit que 
le noyau et l’amas des granulations chromatiques extra- 
nucléaires ; l’inclusion n’est pas visible ; dans les cellules isolées 
traitées par le procédé de Liéffler, on voit le noyau et les amas 
de microcoques; on ne voit pas les granulations chromatiques 
extranucléaires. 

Tous les procédés permettent la coloration du noyau; le 
Giemsa ne colore pas linclusion, et les microcoques ne se 
colorent que par la méthode de Léffler. 

Si on rapproche ces observations de celles des auteurs qui 
ont étudié les phénoménes cytologiques dans les maladies 
éruptives et, épithéliales, on se rend compte qu il nexiste 
aucune confusion; il est facile d’établir la correspondance entre 
les formes décrites. 

Pour le noyau, il n’y a pas matiére & contestation. 

Les corps chromatiques extranucléaires correspondent aux 
formations intracellulaires jadis signalées, dans la vaccine, dans 
la variole, dans le Moll/uscum contagiosum. comme des para- 
sites (corps de Guarnieri), comme des leucocytes (Metch- 
nikoff, Salmon). Borrel avait accepté provisoirement cette 
hypothése. Mais il ne fait plus doute aujourd’hui, surtout 
aprés le travail d’Ewing, que ces corps chromatiques sont des 
chromidies. Leur nature parasitaire n’¢:ait déja plus admise 
dans le cancer alors qu’on l’acceptait encore dans la vaccine. 
Borrel montrait, dans son mémoire de 19 )1, que les prétendus 
parasites de Sawtchenko étaient dus & une évolution spéciale 
de la sphere attractive de la cellule cancéreuse, et il établis- 
sait les rapports qui existent entre lidiosome du spermatocyte, 
le corps vitellin de Povule (chez les cobayes) et l’archoplasme 
de la cellule cancéreuse. Ce sont les mémes_ granulations 
chromatiques qui ont été interprétées comme des chromidies, 
dans le cancer, par R. Hertwig; la méme interprétation a été 
étendue & la vaccine par Ewing. Au fond, c’est la méme 


qu’avait donnée Borrel. Il y avait en plus un rapprochement. 


avec les phénoménes décrits par R. Hertwig chez Actinosphae- 
rium eichhornii. 
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Dans le cancer, dans la vaccine, les chromidies sont les seules 
formes extranucléaires nettement visibles. 

Les inclusions massives sont propres & l’épithélioma conta- 
gieux des oiseaux et au molluscum humain. Comme telles, elles 
n’ont pas été vues dans le cancer et la vaccine. Il n’était pos- 
sible de les interpréter qu’en utilisant une technique capable de 
dissocier-les amas qui restent compacts sur les coupes fixées, 
et une coloration plus énergiques que les colorants usuels. C’est 
ce qua réalisé Borrel en faisant des frottis et en tirant parti 
de la méthode de Léffler. 

Borrel a signalé et représenté, dans des coupes de pustules 
vaccinales. autour des noyaux, « une substance granudeuse 
colorée en rose pale » (Flemming; rouge de Magenta-picro- 
indigo-carmin), qui serait ’homologue de l’inclusion épithélio- 
mateuse (v. Epithélioses infectieuses et Epithéliomas, p. 105; 
planche Il, fig. 1, cellules marquées a, a). Les cellules vacci- 
nales renfermeraient donc aussi les trois formes : noyau, chro- 
midies, inclusion parasitaire. Mais sur frottis traités par le 
Léffler on n’a pu mettre en évidence des amas de microcoques 
distincts. 

Tous les faits s’accordent, & condition que l’on sache dis- 
tinguer ces trois types de corps intracellulaires, et qu’on ne 
prétende pas les retrouver uniformément, avec la méme 
netteté ou le méme développement, dans toutes les maladies 
éruptives et épithéliales. L’épithélioma contagieux des oiseaux 
est parmi ces affections celle ot l’on voit le plus distinctement les 
trois formes: nucléaire, chromidiale et parasitaire. 

_. La nature bactérienne des inclusions n’est encore qu’une 
hypothése. Mais il semble qu’on n/ait pas le droit de n’en pas 
tenir compte pour des expériences nouvelles. faut, d’une part, 


chercher de nouvelles réactions histochimiques pour définir la 


nature des inclusions; d’autre part, essayer de cultiver les 
microcoques. Seule la culture peut prouver la vérité de cette 
hypothése siintéressante pour I’étude des maladies & localisa- 
tion épithéliale : le virus de I’épithelioma contagieux des 
oiseaux est une bactérie filtrante que l’on trouve en amas dans 


les cellules malades. 
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EXPLICATION: DES PLANCHES XXIX er XXX 


Fig, A. — Lésion épidermique; bourgeons épithéliaux; inclusions, Fixation, 
Flemming. Color. : rouge de Magenta et picro-indigo-carmin, Faible grossisse- 
ment. - 

Fig. B. — Méme lésion. Pointe d’un bourgeon épithélial. Fort grossissement. 
nN, noyau; /nel., Inclusion; cur., grains chromidiaux. 

Fig. G. — Méme technique. Bulbe plumeux infecté, Au centre, la papille 
conjonctive. 

Fig. 6. — Coupe d’une pustule de la cornée, 17 jours aprés l’inoculation, 
Méme technique. Stiassnie, oc. 6., objectifimmersion 1/18. /ncel., inclusions. n, 
noyaux disloqués, pulvérisés, donnant déja des formations analogues aux corps 
de Calkins dans la vaccine; V, vacuole. 

Fig. 7, — Cellules normales d’une portion saine de 18 méme cornée. 

Fig. 4-2-3. — Cellules isolées, sur frottis obtenu avec une tumeur de 8 jours 
43 jours aprés Tinoculation. Stiassnie, oc. 6, immersion 1/18. N, noyau; Chr, 
chromidies ; 4, hématies. 

Fig. 4. — Frottis fait avec la méme tumeur. Méme grossissement. Coloration 
par la méthode de Léffler. nN, noyaux. Autour des noyaux, amas micrococciques. 

Fig. 5. — Méme préparation; m, les mémes microcoques ;m. microbes colorés 
en méme temps, staphylocoques vulgaires, diplocoques... etc. 
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DES RELATIONS DE CA FIEVRE TROPICALE 


avec la quarte et la tierce 
D’APRES DES OBSERVATIONS PRISES AU SENEGAL 


Par LE Dr THIROUX 


MEDECIN-MAJOR DE 1'€ CLASSE DES TROUPES COLONIALES 


(Travail du laboratoire bactériologique de Saint-Louis, Sénégal.) 


L’examen des formes d’hématozoaires trouvés chez les 
enfants infectés, pendant les différentes saisons au cours des- 
quelles ont été déterminés les index paludéens des diverses 
localités du Sénégal, remet en question le fait suivant, déja 
entrevu par Marchoux' en 1897 : a savoir qu’au Sénégal les 
paludéens sont plutot porteurs de la petite forme d’hématozoaire 
dite tropicale (ring-form), pendant la saison pluvieuse et 
chaude appelée hivernage, et quils hébergent plus souvent 
les grandes formes de tierce ou de quarte pendant la saison 
séche et fraiche. 

D’aprés nos propres observations, sur 131 préparations de 
sang d’enfants indigénes, renfermant des hématozoaires et 
recueillies pendant la saison chaude (aout et septembre), 2 seu- 
lement montrent des parasites de tierce, toutes les autres ne 
contiennent que des parasites de fiévre tropicale. Il y a donc 
seulement 1,5 0/0 de grandes formes chez les paludéens & cette 
époque de l'année. 

_ Aux mois de novembre et décembre, dans les mémes loca- 
lités, sur 34 enfants infectés, on observe 25 tropicales, 4 tierces 
et 5 quartes, soit 26,4 0/0 de grandes formes. 

Aux mois de mars et avril, & la fin de la saison fraiche et 
séche et au moment des plus basses eaux, on retrouve toujours 
dans les mémes régions, sur 78 infectés, 50 tropicales, 3 tierces 
et 25 quartes, soit 35,8 0/0 de grandes formes. 


1. Marcnoux, Le Paludisme au Sénégal, Ann. de l'Institut Pasteur, 1897, 
sp. 659. 
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I est difficile d’admettre, ainsi que l’ont déja fait remarquer 
les partisans de l'unité de ’hématozoaire, quil y a un palu 
disme d’été et un paludisme d’hiver, dus & des hématozoaires 
d’espeéces absolument différentes et, tout en nous ramenant a 
Yunité du parasite, toujours défendue par notre maitre Laveran, 
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ces faits nous conduisent &-des considérations fort intéres- 
santes. 

D’aprés nos observations, la fréquence des parasites de 
erande taille pendant la saison fraiche est d’autant plus mar- 
quée que l’abaissement de la température est plus intense et 
de plus longue durée; c’est ainsi que le pourcentage de ces 
formes atteint son maximum 3 la fin de la bonne saison, dans 
les localités rafraichies parla brise marine, comme Saint-Louis 
et Rufisque; qu’il est moins fort, & la méme époque, & latitude 
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Anopheles. — —— — Grandes formes 
dhéematwuatrye. -.----~- hematoxoaires a forme lropicale , 
Fig. 2. 


a peu prés égale, pour des villes de l’intérieur & tempéra- 
ture plus uniformément élevée, comme Thiés et Kayes; et qu'il 
sabaisse aussi avec la latitude en méme temps que les saisons 
deviennent plus uniformément chaudes pour les localités plus 
méridionales, comme Kaolak et Bignona. (V. carte du Sénégal 
ci-jointe.) 

Comme tant d’autres facteurs auxquels on attribuait autre- 
fois un réle important dans la propagation du paludisme, la 
température n’agit, & vrai dire, qu indirectement, et c’est encore 
Anopheles, dont la pullulation, réglée par la chaleur et 'humi- 
dité, va probablement nous donner la clé des phénomenes 
observés. Nous voyons, en effet, quil y a correspondance entre 
la courbe de pullulation des Culicides et celle des formes tro- 
picales, et que la courbe des grandes formes, au contraire, est 
diamétralement opposée aux deux premiéres. 
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La courbe schématique (fig: Y68) représente assez exactement 


ce qui se passe. 
Quand on observe ce qui a lieu au Sénégal au point de vue 


des Anopheles, on ne tarde pas & s’apercevoir que ces Culicides’. 


n’ hivernent pas, comme dans les régions tempérées. On peut trou-' 
ver en toute saison des gites & Anopheles; nous en avons observé 


& Sor, faubourg de Saint-Louis, trés paludéen, aux mois de” 


mars et d’avril; & la vérité, les insectes adultes sont trés rares. 
A cette époque et ils ne s’éloignent guére des gites ou. is sont 


nés; leur reproduction, sans étre arrétée, est trés ralentie. Les. 


larves péchées a Sor en avril ont mis de quelques jours a un 
mois d se transformer en insectes parfaits. Cependant, méme a 
cette époque de Vannée, I’évolution chez eux d’Hemameba 
malarie est possible, favorisée qu’elle est par de fréquents 
relévements de temperature, pendant une période de vents d’est, 
par exemple. 

Certains faits d’observation prouvent d’ailleurs que si l’on ne 
contracte pas le paludisme pendant la bonne saison dans la ville 


de Saint-Louis, le voisinage des gites & Anopheles de Sor, en- 


pleine saison fraiche, est dangereux. Nous avons de ce fait un 
exemple frappant, chez l'enfant d’un fonctionnaire arrivant de 
France, qui, malgré les avis donnés, est allé passer quelques 
joursa Sor au mois de février et ya contracté des accés palu- 
déens. 

A coté de Venclos d'un petit jardin entourant la maison, ow 
habitait la famille dont il est question, se trouvaient deux gites 
i Anopheles, constitués par des trous creusés dans le sable. et 
destinés & collecter une petite quantité d’eau dans la nappe sou-; 
terraine pour l’arrosage des jardins. Les petits puisards de ce 
genre, trés nombreux a Sor, constituaient au mois d’avril, e’est- 
dive ila fin de la saison fraiche, des gites a Anopheles dans la 
proportion de 30 0/0. 

Cependant, ainsi que nous l’avons déja dit plus haut, les 
insectes adultes sont trés rares en cette saison et les cas de 
premiére infection ne doivent pas étre trés communs. 

Ces faits étant établis, nous allons essayer dinterpréter 
les résultats que nous donne le tableau comparatif des diverses 
formes de H. malarie observées au cours des différentes 
saisons. 
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Metchnikoff a dit dans une note manuscrite, reproduite par 
Laveran ' au Congrés de Budapest de 1894 : 

« La rapidité de la reproduction, qui peut varier dans la 
méme espéce, explique la différencé dans les formes de rosacés 
qu'on a observées dans les fiévres tierces, quartes et perni- 
cieuses. Lorsque le parasite se reproduit avec une grande 
activité, la segmentation s’accomplit avant qu ‘il ait atteint son 
stade adulte: 

« Il peut se faire alors qu’un parasite tout jeune, encore 
dépourvu de pigment, se divise en un certain nombre de petits 
segments. Dans ces conditions de pullulation rapide, la maladie 
aun caractére trés aigu et revét souvent la forme pernicieuse. 
Lorsque la production se ralentit, le parasite a le temps néces- 
saire pour se développer plus completement. Ici encore, sui- 
vant que la segmentation est plus ou moins active, le microbe 
provoque une tierce ou une quarte. » 

Nous adapterons simplement lidée émise par Metchnikoff 


aux faits démontrés depuis sur la propagation de ’hématozoaire . 


par les moustiques et nous y introduirons une interprétation 
nouvelle, tirée de nos observations personnelles, au sujet de la 
reproduction des petites formes dans la circulation périphérique. 

Pendant la saison chaude, il est évident que H. malaria suit 
un cycle bien différent de celui qu’elle parcourt pendant la 
saison fraiche. Sa fréquente rénovation, conséquence de la 
reproduction secuée qui s opére chez V' Anopheles, lui donne une 


activité beaucoup plus grande. D’autre part, le paludéen, étant 


soumis & des réinoculations trés fréquentes, au moment ot les 
moustiques pullulent et dans des régions ot lindex attemt 
quelquefois 80 0/0, Vhématozoaire subit chez lui une rénovation 
presque continuelle, et l’on ne retrouve pas de formes vieilles 
dans son organisme. 

Chez H. malaria, a cet état de vie trés active, d’aprés nos 
observations, les petites formes se reproduisent par simple 


division en deux ou plus rarement en trois, et on trouve des 


préparations dans lesquelles la moitié au moins des parasites 
étant en voie de bipartition, on peut observer tous les stades 
de ce mode de multiplication. ° 


4, Laveran, Existe-t-il une variété d@’hématozoaire particuliére au paludisme 
intertropical? Arch. de Parasitologie, t. I, n* 1, p. 44, 1898. 
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Dans ces conditions de suractivité, de méme que cela se voit 
chez les bactéries qui donnent dans les cultures des formes 
@autant plus courtes qu’elles sont plus fréquemment réense- 
mencées, le parasite du paludisme se divise trés rapidement, i 
n’a pas le temps de grandir, de fabriquer du pigment ni de 
former des rosaces, la multiplication est constante. Il s’ensuit 


que la fiévre est continue ou quotidienne. 


Nous avons vu, dans nos préparations, de petits parasites & 
tous les stades de multiplication par bi ou tri-partition, et nous 
pensons que c’est le mode de division le plus fréquent dans la 
forme tropicale de la fiévre paludéenne. | 

Nous sommes, sur ce point, d’accord avec Silberstein ‘ qui a 
signalé le méme fait dans les Indes néerlandaises, et si cet 
auteur arrive, par ailleurs, a des conclusions qu’on.peut rappro- 
cher de celles de Billet? au point de vue des rapports du petit 
parasite de la fiévre quotidienne avec le parasite de la tierce, 
nous arrivons au Sénégal a des conclusions analogues au point 


_de vue des rapports des petites formes tropicales de H. malarie 


avec les formes quartes et tierces de ce parasite. 

On nous objectera que, dans certains cas d’accés pernicieux, 
on aretrouvé dans les vaisseaux du cerveau et dans la rate, en 
trés grande quantité, de petites rosaces appartenant & des para- 
sites tropicaux. Nous-mémes avons vu une fois & Tamatave une 
de ces petites rosaces dans le sang périphérique d'un paludéen, 
ce qui est une extréme rareté; ces rosaces, lorsqu’on les observe 
dans les organes splanchniques et le cerveau, constituent un mode 
de reproduction encore plus intense que le précédent; il n’est pas 
incompatible avec lui; mais on peut penser qu'il n’est pas le 
plus habituel. 

D’autre part, ila été bien observé qu'un certain nombre de 
fiévres tropicales, qui guérissaient soit spontanément, soit sous 
Vinfluence de la quinine, évoluaient mémé pendant la mauvaise 
saison vers le type tierce ou le type quarte. Les partisans de’ 
la pluralité des espéces d’hématozoaires du paludisme ont inyo- 
qué des infections multiples, les unicistes, la réaction indivi- 


1. Smperstein, Beobachtungen uber die Entstchung von jungen Malaria para- 
siten aus alteren, Centralbl. f. Bakier, | Origin., t. XXXVI, n° 2, 28 juin, 1903. 
2. Birret, Examen de quarante-trois ans de paludisme provenant dc régions 


tropicales, C. R. Soc, Biologie, t. LIX, 25 nov. 1905, p. 539. i 
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duelle due & la résistance conférée par la quinine ou par un 
abaissement de température 

Lorsqu’on se rend compte du mode d'action de la quinine, 
qui agit non comme médicament curatif vis-A-vis de Vacces déja 
existant, mais plut6t comme préventif vis-a-vis de l’acceés a venir; 
qui empéche, en somme, |’¢yolution et la reproduction des héma- 
tozoaires de nouvelle formation, on comprend que le médica- 
ment peut, tout en génant le développement du parasite existant, 
empécher les infections successives, et la rénovation d’H. mala- 
rie par appoint de formes jeunes et actives, venant de subir la 
génération sexucée, : 

L’évolution naturelle de la fiévre tropicale ou de I’ estivo-au- 
tomnale vers le type tierce ou quarte a été fréquemment observée 
chez des malades rapatriés' et méme en dehors de l’action de 
la quinine, Je fait s’explique par la suppression des réinfections 
successives et par le passage de l’hématozoaire, ne se reproduisant 
plus que par schizogonie, & une vie moins active 

Notre maniére is voir n’est pas non plus canene a certains 
faits observés par Marchoux’ . Il se peut que chez Vadulte indi- 
géne ou chez le mulatre, ainsi que I’a signalé notre savant cama- 


rade, on rencontre, par suite d’une plus grande résistance, des | 
formes de tierce et de quarte pendant la mauvaise saison (alors 


que nous avons vu que chez les enfants indigénes c’est au con- 
traire tout a fait l'exception.) Nous pensons qu il se produirait 1a 
quelque chose d’analogue a ce quon observe dans la fiévre du 
Texas, les animaux guéris une premiére fois ne contractant pas 
de nouvelle infection, mais restant infectés, puisqu’une attemte 
de peste bovine fait reparaitre dans le sang périphérique Piro- 
plasma bigeminum, ainsi quel’ ont démontré Nicolle et Adil-Bey”, 
Chez des indigenes adultes, immunisés partiellement par des 
années d’une jeunesse constamment infectée, l’hématozoaire se 
réinoculerait plus difficilement. | 
Chez de tels paludéens (paludéens latents), les parasites vieil- 
liraient sans subir la rénovation due a des réinoculations posi- 
tives fréquentes et prendraient la forme tierce ou quarte. L’infee- 
tion latente pourrait réapparaitre, avec hématozoaires dans le 


. Laveran, loc. c7t. 
2. Marcuoux, loc. czt. 


3. Nicotte er Avit-Bey, Etudes sur la peste bovine, Ann. de l'Institut Pasteur: . 


1899, p. 329. 
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sang périphérique, & la faveur une affection intercurrente ou 
d’un état de moindre résistance. 

Dans les régionsintertropicales. dans lesquelles latempérature 
est telle que les Anopheles existent en abondance toute année, 
on m observe. & de rares exceptions pres, constituées la plupart 
du temps par des malades soumis & la quinine. que des parasites 
petits, en forme de bague a chaton. 

Dans les colonies, comme le Sénégal, ot il existe une saison 
fraiche, les Anopheles disparaissent complétement de certaines 
régions pendant cette saison; ils se cantonnent dans les endroits 
qui restent marécageux et ne cessent jamais de s’y reproduire, 
quoique d’une facon plus lente. Dans ces colonies, a saison fraiche 
bien tranchée, V’hématozoaire ne se reproduit plus que par 
schizogonie pendant toute la durée de l’absence des moustiques 
et, elon qu ila été plus ou moins rénové pendant la saison chaude, 
il perd plus ou moins vite de son activité. Tout comme les hac- 
téries. dans les vieilles cultures, non réensemencées, il se divise 
moins rapidement (tout les deux ou trois jours seulement) et ses 
formes deviennent plus grandes. 

On pourrait aussi comparer les différentes formes d’héma- 
tozoaires aux spores des moisissures, ces derniéres en effet, 
‘nous le savons, donnent naissance & deux ¢iéments de repro- 
duction différents : les premiers sont peu résistants, mais d’une 
trés grande activité, ce sont les spores aériennes ouéléments de 
dissémination, représentés par les formes tropicales d’H. mala- 
riv. Les seconds sont constitués par les endospores; ils sont des- 
tinés & perpétuer la.race au travers des vicissitudes d’une saison 
défavorable: ce sont les formes de résistance, analogues aux 
formes tierce ou quarte & grands éléments et & vie ralentie du 
parasite du paludisme, 

L’explication qui fait intervenir le facteur. moustique nous 


‘< semble préférable & celle qui ne tient compte que de la soi-disant 
ES. résistance conférée & lorganisme par la quinine et la fraicheur; 
e le refroidissement de la température constituant plutét, d’ail- 
a leurs, un facteur d’affaiblissement chez les indigenes qui disent 
a fort justement : « Lorsque les feuilles du baobab poussent, 
i (saison des pluies), c’est la mauvaise saison pour les biancs, et 
; lorsqu’elles tombent (saison séche et fraiche), c’est la mau- 


vaise saison pour les noirs. » 


ee 
we? 


RELATIONS DE LA FIEVRE TROPICALE T15 


Si les formes tierces et quartes. de l’hématozoaire du palu- 
disme ne sont que des formes vieillies de la forme tropicale, les 
fiévres de premiére invasion doivent étre toujours caractérisées 
par de petits parasites. Sans étre aussiabsolu. Laveran ' semble 
pourtant confirmer cette donnée : « J'ai constaté moi-méme. dit- 
il, en Algérie que les petites formes de ’hématozoaire dominent 
souvent dans les fiévres de premiére invasion. Les observations 
faites par MM. Duggan et Marchoux montrent qu’d Sierra-Leone 
et au Sénégal. cette prédominance des petites formes dans les 
fitvres de premiére invasion est encore plus marquée qu’en 
Algérie. » Billet * qui fait rentrer la tropicale dans le cadre des 
tierces. avec 2 formes : une primaire, correspondant & la tro- 
picale. etune secondaire, tierce vraie, estime que la premiére est 
caractéristique d'une infection qui ne date pas de plus de 5 a 
6 mois, tandis que la seconde caractérise une invasion datant de 
plusieurs mois ou de plusieurs années. 
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Il nous reste & expliquer comment se fait le passage du para- - 


site caractérisé par des petites formes au parasite a grandes 
formes. Alors que les observations de Billet et de Silberstein 
portent sur les parasites de tierce, les notres portent presque 
exclusivement sur des parasites de quarte, car d’aprés le résultat 
de nos recherches, qui concordent dailleurs avec celles de Dut- 
ton et Todd * en Gambie anglaise, la grande forme de H. mala~ 
riwv. qui domine en saison fraiche au Sénégal, est la variété quar- 
tane. 

D’aprés ce que nous avons vu dans nos préparations, pen- 
dant la saison des pluies, on n’observe que des petites formes, 
en anneau a petit karyosome et a contour linéaire. Ces petites 
formes comme les suivantes ont souvent deux et quelquefois 
trois karyosomes; nous pensons qu’elles se divisent par simple 
bipartition dans la circulation périphérique sans y former de 
rosaces. 

Nous n’avons pas remarqué dans les globules rouges ainsi 
parasités de granulations spéciales. 


1. Laveran, loc. cit., p. 50. 

2. Brutet, loc. cit. 

3. Duron Et Topp, in Report of the malaria expedition to the Gambia, 1902, 
p- 42, insistent sur le fort pourcentage des formes quartes qu’ils ont observées 
(31, 8 0/0 des cas) et sur la petite quantité UG tierces qu’ils n’ont rencontrées que 


dans 3, 3 0/0 des préparations. 


ea 
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Pendant la saison fraiche; .et principalement a la fin mars 
et avril, on trouve dans les préparations trois sortes de parasites : 

1° Les formes tropicales & petit karyosome et a contour 
linéaire ; 

20 Des formes un peu plus grosses, mais ne dépassant jamais 
le quart ou le tiers du globule, & karyosome un peu plus volu- 
mineux et dont l’anneau est renforcé par une légére bande de 
protoplasma bleu en un point diamétralement opposé au karyo- 
some. Ces formes peuvent, comme les précédentes, subir la 
division par bipartition. 

De plus on remarque que certaines d’entre elles, mais rare- 
ment celles qui sont en voie de division, occasionnent dans 
Vhématie-hote une contraction et des modifications protoplas- 
miques, se manifestant par une diminufion de volume, par une 
coloration plus intense par !’éosine et par la présence de grosses 
granulations rougedtres, peu nombreuses, dans le globule 
rouge. Ces parasites correspondent au parasite de la tierce 
maligne des auteurs étrangers, et les granulations aux granu- 
lations de Maurer ou de Stephens et Christophers. Cette forme, 
avec son protoplasme plus développé, constitue certainement 
le trait d’union entre la forme tropicale et les formes suivantes, 
et nous pensons que les parasites qui provoquent dans la 
cellule-hote la formation des granulations de Maurer et qu’on 
observe trés rarement en voie de division sont des éléments 
dont la faculté de reproduction par schizogonie est épuisée et 
qui évoluent vers des formes sexuées que nous allons 
retrouver ; 

3° Nous observons encore, dans les mémes_ préparations, 
ces corps sphériques plus ou moins pigmentés sur lesquels on 
a beaucoup discuté et qu’on considére actuellement comme des 
gamétes, et de fait, dans nos préparations, on peut trés bien 
distinguer des corps sphériques, & noyau diffus, granuleux, 
occupant presque toute l’étendue du parasite, coloré en rose. 
Ces corps sphériques males ou microgametocytes ressemblent 
beaucoup, par l’aspect et la coloration, aux croissants males de 
la fiévre tropicale. D’autres corps sphériques ont un noyau 
plus ou moins volumineux, un protoplasme qui se colore en 
bleu intense et qui renferme souvent des granulations pigmen- 
mentaires ; ils représentent des macrogamétes. 
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A cété de ces macrogamétes nous retrouvons, semblant en 
dériver, des formes dans lesquelles le noyau est en voie de 
segmentation, des rosaces plus ou moins pigmentées a 6, 8 ou 
10 mérozoites, des parasites de quarte, trés peu pigmentés & 
pigment fin ou & gros pigment, enfin des rosaces caractéris- 
tiques de quarte. 

La transition se ferait done par division du macrogaméte 
(forme corps sphérique) de tropicale ou tierce maligne. Or, si 
la transformation d’une forme en une autre d’H. malarie n’a 
pas encore été décrite, Pittaluga, aprés Grassi, a signalé, dans 
une quotidienne, la régression de macrogamétes semi-lunaires, 
aboutissant a la formation des sporozoites schizogoniques. 

Le macrogaméte, ne pouvant remplir son role sexuel, 
senkyste et donne naissance, dans la majorité des cas que 
nous avons observés, aun schizonte 4 6, 8, 10 mérozoites attel- 
gnant ordinairement la grosseur d’un globule, quelquefois un 
peu plus petit, mais en tout cas beaucoup plus volumineux que 
le petit schizonte que l’on rencontre dans les vaisseaux du cer- 
veau et dans la rate, dans Jes accés pernicieux. Ce gros schizonte 
forme la transition entre la quarte et la tropicale; il donne 
naissance 4 des parasites de quarte, qui peuvent étre peu ou 
finement pigmentés dans les premiéres générations, mais qui 
ne tardent pas & présenter les caractéres classiques du parasite 
quarte. : 

Avant la découverte du réle sexuel dévolu aux croissants et 
aux corps ovales ou sphériques, Laveran' avait prévu ce role 
de forme de résistance particulier & ces éléments, en les consi- 
dérant comme des coccidies enkystées, susceptibles d’un déve- 
loppement ultérieur. 

Nous n’avons vu, au cours de nos observations, que relative- 
ment peu de formes en croissant (7 fois sur 78 préparations) et 
peu de formes de tierce (3,8 0/0). 

Nous pensons néanmoins que ces derniéres peuvent dériver 
des formes tropicales par un processus analogue & celui que 
nous avons décrit & propos des formes quartes, car nous avons 
trouvé dans certaines préparations, exceptionnellement il est 


4. Laveran, De la nature des corps en croissant du sang paludéen, Soc. Biol., 
26 nov. 1892. 
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vrai, des schizontes a 12 et 14, et méme & plus de 15 mérozoites, 
qui peuvent étre rapprochés des schizontes de tierce. 

_ En terminant cette étude, nous tenons une fois de plus a 
témoigner toute notre gratitude & notre vénéré maitre le profes- 
seur Laveran, qui, de loin comme de prés, a bien voulu s “inté- ser’ 
resser 4 nos travaux et guider nos recherches. 
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Contribution 4 l'étude des corps intra-6pthéliaux 
DE GUARNIERI ak 


Par H. ALDERSHOFF er C. M. BROERS 


Avec la partie inférieure de la Planche XXX. 


(Travail du laboratoire bactériologique de l’hépital militaire a Utrecht.) 


Un nombre respectable de microorganismes, bactéries et 
protozoaires, ont été regardés comme les facteurs étiologiques 
de la variole et de la vaccine. Sanfelice et Malato ont encore 
défendu récemment l’étiologie bactérienne, ainsi que de Waele 
et Sugg. Parmi ceux qui ont défendu, dans les derniers temps, 
la role des protozoaires nous citerons von Wasielewski, Bosc, 
Councilman et Calkins, Siegel, Prowazek. Depuis les inocula- 
tions du pus variolique et du vaccin dans la cornée du lapin par 
Guarnieri en 1892, et sa description des inclusions intra-épithé- 
hales, ces corpuscules de Guarnieri forment le centre de toutes 
les recherches étiologiques concernant la variole et la vaccine 

Depuis cette découverte de Garnieri, le nombre toujours 
croissant des expérimentateurs quiont rencontré ces corpuscules 
et dans l’épithélium de la cornée et dans les pustules de la 
variole et de la vaccine, a été cause que personne ne doute de 
leur présence constante dans ces affections. Doit-on considérer 
ces inclusions comme les produits spécifiques du virus -de la 
yariole et de la vaccine? 

Presque tous les auteurs qui ont écrit & ce sujet sont con- 
vaincus qu’aucune autre substance ne produit, dans la cornée 
du lapin, des corpuscules tout a fait identiques avec les corps 
vaccinaux. Certains auteurs partagent une autre opinion: ainsi 
Sikorsky, qui aurait obtenu ces corps en inoculant la toxine 
diphtérique; les inclusions intracellulaires ressembleraient com- 
plétement aux corpuscules typiques de la vaccine. 

Dans le but de nous former une opinion personnelle sur la 
spécificité des corpuscules de Guarnieri, nous avons entrepris 
des inoculations avec diverses substances. Les matériaux en 
expérience furent introduits dans une poche sous-épithéliale dans 
les cornées de lapins au moyen d'une aiguille en platine. Un trés 
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grand nombre d’inoculations de vaccin actif onttoujours donné 
des résultats positifs et nous ont constamment fourni les inclu- 
sions caractéristiques; enrevanche,les résultats furent constam- 
ment négatifs pour les inoculations de sérum de lapin normal, 
de vaccin devenu inactif par une température de 60° C., de 


toxine diphtérique et du contenu des vésico-pustules des vari- 


celles. Les inoculations de sérum de lapin et celles faites avec 
lé vaccin chauffé & 60° ne montraient presque plus de trace de 
blessure aprés 48 beures; la guérison se fit quasi sans réac- 
tion. Le contenu des pustules des varicelles produisit une forte 
réaction; aprés 48 heures il y eut déja formation d’un abcés; il 
n’y eut pas de prolifération épithéliale, mais au contraire une 
dissociation d’épithélium avec infiltration leucocytaire forte- 
ment prononcée. Les inoculations de la toxine diphtérique ne 
donnérent non plus de prolifération d’épithélium, processus 
si prononcé avec les inoculations du vaccin; les cellules 
ont évidemment fort souffert par la toxine diphtérique. Les 
noyaua ont lair d’avoir perdu leur tension; ils sont comme 
ratatinés ; souvent ils sont placés contre la membrane cellulaire 
et laissent une vacuole dans le protoplasme. Une seule fois nous 
avons observé que des parties du noyau étaient séparées de la 
masse principale; un examen superficiel pouvait faire croire & 
des corpuscules de Garnieri, mais en y regardant mieux,on voit 
que leur aspect est tout autre; jamais nous n’avons observé 
apres linoculation de toxine diphtérique des inclusions sem- 
blables, sous tous les rapports, aux corpuscules de Guarnieri. 
Nos observations nous conduisent dansles rangs de ceux qui 
considérent les corpuscules vaccinaux comme ayant une valeur 
spécifique pour la variole et la vaccine; nous pensons avec 
Jiirgensen que ces éléments peuvent étre d'un grand secours 
dans les cas douteux, pour établir ou non la diagnose dela variole. 
Dans ce but on introduira un peu de la substance des pustules 
doufeuses dans une pochette de l’épithélium de la cornée d’un 
lapin; aprés 20 heures on raclera avec une petite cuillére 
tranchante une portion de l’épithélium, on l’étendra avee un 
peu d’eau surun porte-objet ; onséchera rapidement a lair et on 
fixera dans l’aleool pour procéder & Ja coloration suivant Mann 
ou suivant Giemsa. On trouvera ainsi aisément les inclusions 
eellulaires. Nous avons obtenu encore de trés beaux résultats 
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par la fixation rapide dans l’aleool des parties épithétiales obte- 
nues avec la cuillére, suivie d’inclusion dans la paraffine et de 
coupes au microtome; la coloration peut ainsi se faire de diffé- 
rentes maniéres; lhématoxyline au fer de Heidenhain donne 
_lentement de belles images; la méthode de Giemsa fournit des 
résultats plus rapides. 


il 


Les préparations des cornées inoculées avee du vaccin sont 
dune telle simplicité, dit M. Borrel, qu’il est étonnant qu’on 
ne soit pas d’accord depuis longtemps sur la nature des inclu- 
sions intra-épithéliales ; et malgré cela le désaccord régne. On 
a émis quatre opinions différentes : 

1° Les corpuscules de Guarnieri sont les microorganismes qui 
occasionnent la variole et la vaccine. Cette opinion compte le 
plus grand nombre de défenseurs : Guarnieri, von Wasielewski, 
Bosc, Councilman, Calkins. etc. Calkins a déja établi un cycle 
de développement complet du Cytoryctes variole et vaccine, 
nom que porte ce corps, regardé comme parasite depuis Guar- 
nieri; la ou il existe encore une lacune, des formes hypothétiques 
servent a la combler ; 

2° Ces inclusions sont des produits du noyau; des nucléoles 
expulsés, des centrosomes, des grains & chromatine. Babes, 
Prowazek adhérent a cette conception; 

3° Les corpuscules vaccinaux proviennent du cytoplasme; 
Vidée appartient & Hiickel; 

4° Les inclusions intracellulaires sont des produits venant 
des leucocytes; Salmon et Borrel ont spécialement défendu cette 
opinion. Hiickel et Prowazek ont fait des expériences dans le but 


de réfuter cette derniére assertion. Hiickel essaya, au moyen, 


Wd instillations d’encre de Chine, de marquer les leucocytes ou de 
les paralyser par des instillations de quinine. Prowazek fit 
encore 2 la cornée des blessures autres que Vinoculation, dans 
le but d’y attirer les leucocytes et de les éloigner de Vendroit 
inoculé. Leurs résultats ne furent pas concluants. 

Nous avons cru pouvoir élucider la question de savoir si les 
leucocytes jouent unrdle dans la genése des corpuscules vacci- 
naux en procédant comme suit. Aprés avoir tué un lapin, on 
iocule rapidement le vaccin dans des pochettes trés superfi- 
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cielles de V’épithéhium de da, cornée. Grace & une certaine 
habitude acquise, celte opération était terminée en quelques 
minutes. Les cornées furent rapidement séparées du restant de 
Veil, & une distance convenable du limbe; la cornée ne conte- 
nait donc aucun vaisseau. Ces cornées passérent immédiatement 
dans un milieu de 37° C. Au début nous les portions dans du 
sérum normal de lapin; bien que nous ayons ainsi obtenu quelques 
résultats, le développement des bactéries génait fortement. Nos 
tentatives faites dans le but de nettoyer la cornée des bactéries 
sans affecter |’épithélium. et le vaccin échouérent; nous fimes 
usage ensuite d’un milieu moinsfavorable au dévalenpenieat des 


t 


bactéries, l'eau physiologique. ag 

Il ne nous donna aucune préparation utilisable. Une chambre 
humide dans laquelle nous plagames les cornées fournit de 
meilleurs résultats. De la ouate humide recouvrit le fond d'un 
petit baquet en verre; les cornées furent suspendues au-dessus 
au moyen d’un peu de gaze; un couvercle, fermant bien, recou- 
vrit le tout, qui fut placé dans une étude a 37° C. Aprés des laps 
de temps différents, les cornées furent fixées au sublimé, dur- 
cies dans l’alcool, incluses dans la paraffine; les coupes furent 
colorées par Vhématoxyline au fer, ou suivant Mann ou 
Giemsa. ; 

Déja aprés 20 heures les plaies cornéennes se sont remplies 
de cellules d’épithélium de nouvelle formation; mais, & ce stade, 
nous ne sommes pas parvenus 4 découvrir des inclusions typi- 
ques. Quelques heures plus tard ces inclusions étaient pré- 
sentes et cela sans le moindre doute; on les observait le mieux 
aprés 48 heures. Nous avons alors rencontré dans les cellules 
épithéliales de la cornée un bon nombre d’inclusions totalement 
libres, semblables sous tous les rapports aux corpuscules 
vaccinaux tels qu'on les rencontre aprés l’inoculation ordinaire 
dans la cornée du lapin. 

Ils étaient placés comme d’habitude, entourés d’un espace 
clair, souvent dans une excavation du noyau. Les noyaux des 
cellules épithéliales ne présentaient que de faibles modifications; 
ces mémes modifications s’observaient dans les cornées, qui 
ayaient subi de simples piqures sans inoculation et qui ensuite 
étaient préparées dela méme maniére que les cornées inoculées. 
Les cornées 4 plaies non inoculées n’offraient rien qui pat 


. 
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faire croive d des corpuscules vaccinaux ; dans les cornées ino- 
culées les inclusions cellulaires typiques ne se rencontraient 
que dans lentourage de la plaie. (Voyez les figures 1 et 2, 
partie inférieure de la Pl. xxx.) 

Nous pensons que dans ces préparations on ne peut faire 
intervenir les leucocytes pour l’explication de la genese des 
corpuscules de Guarnieri. 


It 


Nous croyons pouvoir conclure des observations citées ci- 
dessus que les corpuscules vaccinaux ne sont pas des prac 
des leucocytes. 

La différence extraordinaire dans la forme et la dimension 
des corpuscules dans la méme préparation, leur maniére de se 
conporter si différemment envers les substances colorantes nous 
font considérer comme impossible l’acceptation de l’hypothése 
qui considére ces corpuscules comme les microorganismes qui 
eccasionnent la variole et la vaccine; cette hypothése ne repose 
sur aucun fait. 

L’étude de nos préparations nous a conduit a considérer 
Vapparition des corpuscules de Guarnieri comme une réaction 
spécifique provoquée par le virus encore inconnu de la variole 
et de la vaccine. Le noyau et le cytoplasme concourent tous les 
deux a la formation de ces produits de réaction; le noyau 
expulse des granulations contenant de la chromatine; quelques- 
unes de ces granulations continuent & s’accroitre pour leur 
compte; au bout d’un certain temps, le cytoplasme les entoure 
d'un manteau, qui peut rester encore longtemps en relation 
avec le restant du cytoplasme. 

Quel serait done le parasite de la variole et de la vaccine? 
Est-ce le microorganisme décrit par Siegel, le Lymphkorper- 
chen de Prowazek, ou la Spirochaeta vaccine de Bonhoff? 
Nous l’ignorons. Pour les recherches ultérieures concernant cet 
organisme, il sera utile de ne pas se restreindre aux prépara- 
tions de la cornée, mais de faire usage du fait que le virus 
circule dans le sang des animaux en expérience; les belles 
expériences de Calmette et Guérin lon prouvé. Siegel affirme 
pouvoir retrouver constamment ses mtcroorganismes dans les 
reins des animaux en expérience, Prowazek est parvenu une 
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fois 2 obtenir dans la cornée'd’un lapin les corpuscules typiques 
aprés l’inoculation du suc des reins d’animaux inoculés. 

Nous avons répété cette expérience; 24 heures aprés lino- 
culation de la cornée, nous avons tué les lapins, le suc de leurs 
reins a servi & inoculer la cornée d’autres lapins. Deux fois 
nous poe ainsi a faire naitre les corpuscules vaccinaux 
typiques dans I’ épithélium cornéen,eta prouver ainsi la présence 
du virus de la vaccine dans les reins. 


LITTERATURE 


Sanreuice et Matato. — Arch. fiir. Dermat. u. syph., t. 62 (1902). 

De Waste et Suec. — Arch. internat. de Pharmacodyn. et de Ther., 
vol. 12 et 13 (4903 et 1904). 

Von WASIELEWSKI. — Zeitschr. f. Hyg. u. Infections Krankh., t. 37 
(1901); Deutsche med. Woch., 1904, no 28 et Minch. Med. Woch., 1905, n© 25, 

Bosc, — Centralbl. f. Bakt. 1, Abt. Bd 36, 37 et 39. Origin. (1904-05). 

CouncitmaN et Catxins. — The journ. of med. research, Febr. 1904. 

Stgcet, — Anhang z. d. Abhandl. d. Kénigl. Preuss. Akad. d. 
Wissensch, 1905. : 

ProwazEek. — Arb. a. d. Kaiserl. Gesundheitsamte, t. 22 (1904). 

GuarnieRI. — Arch. p. l. sciense mediche, vol. 16 (1892). 

Stxorsky. — Bull. de V Inst. Pasteur. I, 1903. 

JurGENS. — Deutsche med. Woch., 1904, n° 45. 

Hucxe.. — Ziegler’s Beitr. z. pathol. Anatomie, 1898, 2s Suppl. Heft. 

Borret. — Ann. de UInst. Pasteur, t. 47 (4903). 

Satmon. — Ann. de UInst. Pasteur, t. 42 (1897). 

Bonuorr. — Berl. klin. Woch., 1905, no 36. 

Catmetre et GuErIn. — Ann. de l'Inst. Pasteur, t. 15 (1901). 

AtpersHorr, — Thése de Groningue, 1906, 


EXPLICATION DES FIGURES 


i Partie inférieure de Ja planche xxx. 


Fig. 1. — Kpithélium cornéen d’un lapin, 48 heures aprés l'inoculation avec du 
vaccin; fixation par le sublimé; coloration suivant Mann. 

Fig. 2. — Epithélium de la cornée d’un lapin aprés un séjour de 46 heures 
dans la chambre humide & 87° C.; fixation par le sublimé; coloration suivant 
Mann. 
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